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RESUMEN

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de
diferentes extractos del liquen Parmelina tiliacea y determinar la presencia de lectinas
realizando la actividad hemoaglutinante del liquen. Durante el periodo Junio-Agosto 2015 se
trabajo con cuatro extractos liquénicos de: acetona, alcohol, acetato de etilo y agua, todos
obtenidos por reflujo, calor y evaporados a sequedad. La actividad antimicrobiana se realiz6 a
través de los métodos de: microgota y difusion de discos, utilizando los extractos disueltos en
Dimetil Sulféxido (DMSO) y diluciones de estos, contra microorganismos American type
culture collection (ATCC) de: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Candida albicans, esta actividad fue
comparada con estandares de antimicrobianos: ceftriaxona (30ug), eritromicina (15uQ),
ketoconazol (25ug) y con controles negativos: agua estéril y DMSO. Para la actividad
hemoaglutinante se trabajé con el extracto acuoso Yy sus diluciones utilizando ademas una
suspension de hematies al 5% de los grupos sanguineos (O*, A*, B*, AB™). El efecto
antimicrobiano fue estimado midiendo los halos de inhibicion, mientras que la presencia de
lectinas se valord de acuerdo a la intensidad de aglutinacion que sufrieron los hematies. Se
concluye que todos los extractos tienen accion antimicrobiana in vitro para al menos una cepa
ATCC, exceptuando a la bacteria Escherichia coli, la cual no fue inhibida por ningun extracto.
El tipo de microorganismo y la naturaleza del extracto son factores que establecieron el
potencial antimicrobiano, asi el extracto de acetato de etilo del liqguen Parmelina tiliacea
presentd la mayor actividad contra Staphylococcus aureus, también se determind que hay
lectinas siendo parte de la composicion del liqguen y a pesar de no encontrarse en altas
concentraciones. Se recomienda estudiar su efecto como tratamiento para el cancer, ademas de

realizar una investigacidn exhaustiva sobre su composicién aminoacidica.

Palabras claves: <LIQUEN [Parmelina tiliacea/> <ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA>
<LECTINAS> <ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE> <METODO DE MICROGOTAS>
<METODO DE DIFUSION DE DISCOS>
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SUMMARY

This research aimed to evaluate the in vitro Antimicrobial activity of different Parmelina
tiliacea lichen extracts and determine the presence of lectins performing a Lichen
haemagglutinating activity. During the period June-August 2015, it was worked with four lichen
extracts: alcohol, acetone, ethyl acetate and water, all obtained by reflux, heat and evaporated to
dryness. The antimicrobial activity was performed using methods such as: micro-drop and disc
diffusion using dissolved extracts in Dimethyl Sulfoxide (DMSOQ) and dilutions of these, against
microorganisms American Type Culture Collection (ATCC) of: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae and
Candida albicans, this activity was compared with antimicrobial standards like: ceftriaxone (30
ug), erythromycin (15ug), ketoconazole (25ug), and negative controls like: DMSO, sterile
water. For haemagglutinating activity, it was used the aqueous extract and their dilutions using a
suspension of erythrocytes in 5% of blood groups (O*, A*, B*, AB"). The antimicrobial effect
was measured by aura inhibitors, while the presence of lectins was assessed according to the
intensity of agglutination that erythrocytes suffered. It is concluded that all extracts have in vitro
antimicrobial action for the least one ATCC strain, except for the Escherichia coli bacterium,
which was not inhibited by any extract. The type of microorganism and the nature of the extract
are factors which established antimicrobial potential and the ethyl acetate extract of Parmelia
tiliacea lichen showed the highest activity against Staphylococcus aureus, also it was
determined that there are lectins being part of Lichen composition, despite the lack of its
presence in high concentrations. It is recommended to study their effect as a treatment for

cancer as well as to perform a thoroughly research of their amino acid composition.

Key words: <LICHEN [Parmelina tiliacea/> <ANTIMICROBIAL ACTIVITY >
<LECTINS> <HAEMAGGLUTINATING ACTIVITY > <MICRO-DROP METHOD > <DISC
DIFFUSION METHOD >
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INTRODUCCION

Aproximadamente 13.3 millones de personas es decir el 26% de la poblacion mundial muere a
causa de alguna enfermedad infecciosa, mientras que 8 millones por el cancer. Las
enfermedades de las vias respiratorias bajas son la Gnica causa infecciosa que provoca muerte en
paises desarrollados, mientras que las infecciones del tracto respiratorio, diarrea e infecciones

nosocomiales constituyen las causas de muerte en paises en vias de desarrollo. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION. 2015. p. 55).

En el Ecuador las enfermedades de origen microbiano estan a la orden del dia, se encuentran
dentro de las diez primeras causas de morbilidad, segun datos del INEC las EDA y las IRA son
las méas prevalentes en el pais, la tasa de mortalidad a causa de las EDA en el afio 2004 fue de
21.8 por cada mil nacidos, y la meta para el 2015 es de 14.4, mientras que las IRAs presentan

una tasa de mortalidad de 56.0% a nivel de Latinoamérica, manteniéndose alta. (SANOFI. 2013.

http://www.sanofi.com.ec)

La prevalencia de las EDA e IRAs se concentra en las regiones rurales de la Sierra y Amazonia,
y va del 30% y 50% respectivamente, en las zonas rurales de la provincia de Chimborazo la
historia no es diferente, las EDA e IRAs son las principales causantes de morbilidad y
mortalidad infantil, que en un 61.1% son tratadas con remedios caseros y tan solo un 27.8% son

tratadas con antimicrobianos de origen sintético. (SANOFI. 2013. http://www.sanofi.com.ec)

Mientras que el cancer en Ecuador es la segunda causa de muerte, segin SOLCA (Solca. 2013.
http://www.estadisticas.med.ec/webpages/index.jsp) en el pais se presentan 134.9 casos de
cancer en mujeres y 125.9 casos de cancer hombres por cada 100.000 habitantes, siendo el
cancer de mama, piel y Utero los que afectan més a las mujeres y el cancer de préstata, piel y

estdmago al hombre, siendo tratadas en su gran mayoria con medicamentos de origen sintético.

La terapia medicamentosa constituye tanto para las enfermedades infecciosas como para el
cancer los medios para aliviar sintomas y buscar la cura de la enfermedad. El problema radica
en la automedicacion de los antimicrobianos y el elevado costo y desabastecimiento de

antineoplésicos en el pais.

Los antimicrobianos son el método de primera eleccion para tratar las enfermedades infecciosas
a nivel mundial, se dice que se producen mas de 50 millones de prescripciones y se consumen

maés de 250 millones de DDD de antimicrobianos cada afio, el problema es la automedicacion,


http://www.estadisticas.med.ec/webpages/index.jsp

que genera el aparecimiento de “supermicroorganismos”, dando lugar a una enfermedad
prolongada, aumentando el riesgo de muerte y resultando mas costosa, el panorama se agrava

aun mas debido a que hace 25 afios que no se ha descubierto nuevos antibioticos. (HISHAM, Z., et
al. 2000. p.33).

El desabastecimiento de antineoplasicos constituye también un grave problema, muchos de los
pacientes requieren medicamentos que el pais ha dejado de importar, o cuyo valor se ha
duplicado por la misma razon, siendo una de las causas por las que el Ecuador apunta a la
investigacion y desarrollo de antineoplasicos y otros medicamentos accionados bajo el plan del
Buen Vivir estipulado en la seccién octava de ciencia, tecnologia y saberes ancestrales de la
constitucion del Ecuador, donde impulsa a recuperar, fortalecer y potenciar los saberes

ancestrales.

Una de las alternativas es el uso de productos naturales con potencial para produccion de
fitomedicamentos, como la Parmelina tiliacea perteneciente a una familia de liquenes cuya
accion antimicrobiana ha sido probada en la Universidad de Serbia y cuyos antecedentes
bibliogréaficos daban indicio de la presencia de lectinas en su composicion, razon por la
que se evaluo la actividad antimicrobiana in vitro de diferentes extractos y se determin6

la actividad hemoaglutinante. (NEDELJKO, Manojlovic, et al. 2012. p.1)

En la investigacion se utilizaron cuatro extractos: cetdnico, alcohdlico, acuoso y
extracto de acetato de etilo, que fueron obtenidos por reflujo, calor y evaporados a
sequedad, con el extracto acuoso y sus diluciones, se realizo la actividad hemoaglutinante
utilizando ademés una suspension de hematies al 5% de los grupos sanguineos (O*, A*, B,
AB*), mientras que con los cuatro extractos reconstituidos en DMSO Yy sus diluciones, se
determind la actividad antimicrobiana utilizando dos métodos : Método de microgotas y
método de difusion de discos, la actividad se tested0 contra seis cepas de
microorganismos Gram positivos y negativos, estos resultados fueron comparados con
estandares de antibidticos y controles negativos. La actividad antimicrobiana se valor6
midiendo los halos de inhibicion, en tanto que la presencia de lectinas se valoré de

acuerdo a la intensidad de aglutinacion que sufrieron los hematies.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacién

Los liquenes se han utilizado en la medicina popular de muchos paises alrededor del mundo,
durante un considerable periodo de tiempo. Su eficacia estd dada por la sintesis Unica de
metabolitos secundarios de origen flngico que presentan funciones bioldgicas importantes

como agente antiinflamatorio, antioxidante, antibacteriano, citotoxico y antitumoral.
(RANKOVIC, Branislav. 2015. pp. 5-6).

La primera investigacion sobre el estudio quimico de liquenes fue hecho por Friedrich Wilhelm,
dando comienzo a una exhaustiva blusqueda de métodos que permitan separar e identificar sus
compuestos, asi hasta Junio del 2012 se reportaron 1050 sustancias liquénicas, de las cuales la
mayoria son de tipo fenolico, aunque de acuerdo a su lugar de procedencia hay ciertas
modificaciones, como los liquenes de Asia Central que presentan metabolitos secundarios

halogenados o depsipéptidos ciclicos hallados en una especie endémica de las Islas Galapagos.
(RANKOVIC, Branislav. 2015. pp. 5-6).

De forma particular no existen investigaciones sobre el liqguen Parmelina tiliacea, a excepcion
de la tesis realizada en el afio 2015 en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, sobre la
actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro de las fracciones aisladas por cromatografia
preparativa en capa fina, pero especificamente sobre la evaluacion de la actividad

antimicrobiana, no se halla informacidn, existe si, pero de otras especies, y géneros cercanos.

En la Universidad de Serbia Nedeljko, realiz6 un estudio de la composicion quimica, efecto
antioxidante, antimicrobiano y citotoxico de los metabolitos mas importantes hallados en
extractos cetdnicos de tres especies de Parmelia, P. caperata, P. saxatilis, P. sulcata, en donde
mediante el método HPLC-UV hall6 compuestos fendlicos predominantes como el: acido
salazinico, &cido Usnico y atranorina, ademas de concluir que los extractos liquenaceos
presentaban mayor efecto antibacteriano que antifngico debido a caracteristicas estructurales

de los microorganismos. (NEDELJKO, Manojlovic, et al. 2012. p.1.).



El mismo enfoque tuvieron otras investigaciones, donde evaluaron la actividad antimicrobiana
de extractos cetonicos de varios liquenes del sur de Espafia contra cepas bacterianas Gram
positivas y negativas, obteniendo un mayor efecto contra las bacterias Gram positivas

Staphylococcus aureus. (SAENZ, M., et al. 2006. p. 158).

Aln no se tiene respuesta a la interrogante de si este efecto estd dado por la accion de un
compuesto en particular o por la accion sinérgica de todos ellos, en el mismo estudio, trabajé
con extractos fluidos y compuestos fraccionados, obteniendo una mayor inhibicién microbiana
en compuestos aislados, coincidiendo con la informacion bibliogréafica en la cual sugieren que

este efecto se debe a la presencia de depsidones. (ANDERSON, René. 2006. p.58).

En cuanto a las lectinas liquénicas sus estudios han sido enfocados al mecanismo de
reconocimiento, mas no al potencial efecto anticancerigeno, el cual, en especies vegetales
sugieren que su accion se debe a la capacidad de modular el crecimiento, diferenciacion y

apoptosis, ademés de inhibir las sintesis de DNA, RNA y proteinas. (CASTILLO, Adriana., et al.
2005. pp. 56-61).

Por ejemplo investigaciones in vitro de extractos de haba (leguminosa rica en lectina) en tres
lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal se describe una inhibicion reversible de la

proliferacion de estas lineas celulares, efecto que se potencia con la dosis. (CASTILLO, Adriana., et
al. 2005. pp. 56-61).

Mientras que investigaciones in vivo en ratones inducidos tumores de linfoma no-Hodking se
observo la disminucion de la masa de los tumores, demostrando el efecto de las lectinas, pero a
la vez insertando dudas sobre si en realidad el efecto es anticancerigeno o inmunomodulador

pues su accidn esta asociada con la activacion de células NK y macréfagos. (CASTILLO, Adriana.,
et al. 2005. pp. 56-61).

1.2. Enfermedad infecciosa

Es una expresion o manifestacion clinica que presenta el huésped por causa de una infeccion,
muchas veces el término infeccion y colonizacion son erréneamente utilizados, la infeccion es
presencia y multiplicacion de un determinado microorganismo en el tejido de un huésped en
donde no hay expresién clinica, pero si respuesta inmunitaria, mientras que la colonizacion es

solo la permanencia de un microorganismo o agente causal sobre una determinada zona del



huésped sin produccion de manifestaciones clinicas ni respuestas inmunitarias. (RUIZ, V., et al.
2005. pp. 10-16).

Pasteur y Koch los creadores de la teoria microbiana de la enfermedad llegaron a la conclusion
de que, cada enfermedad es producida por un determinado microorganismo, y que cada uno de

estos provoca una enfermedad distinta. (RUIZ, V., et al. 2005. pp. 10-16).

1.2.1. Mecanismos de transmision

Puede darse por:

< Transmision directa % Transmision indirecta

El paso de la enfermedad de la fuente de infeccion hacia una persona sana idonea, sin
interferencia y de manera inmediata se conoce como transmision directa, mientras que cuando
hay un periodo de tiempo y espacio entre el paso de la enfermedad desde la fuente de infeccion

hacia una persona susceptible se conoce con el nombre de transmisién indirecta.

La transmision directa puede darse por medio del aire, mordeduras y arafiazos, siendo el aire el
medio mas reiterado, en tanto que la transmision indirecta puede estar mediada por agentes

externos como el polvo, el agua e incluso los alimentos. (ANDERSON, R. 1991. pp. 6-8).

Tabla 1-1: Ejemplos de los mecanismos de transmision.

TRANSMISION DIRECTA TRANSMISION INDIRECTA
MEDIO ENFERMEDAD MEDIO ENFERMEDAD
Mucosas Enfermedades de | Alimentos Salmonelosis

transmisién sexual

Cuténea Herpes tipo | Vectores Paludismo
Tos Tuberculosis
Sangre Hepatitis B

Fuente: (RUIZ, V., et al. 2005).
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.




1.2.2. Mecanismos de respuesta ante la infeccion

Son mecanismos en los que el cuerpo trata de proteger al huésped de contraer una enfermedad
infecciosa, estas barreras tratan de impedir la entrada de agentes infecciosos y la propagacion de

la enfermedad.

Estos son barreras mecanicas y respuestas inmunes.

Barreras mecanicas:

% Piel % Flora enddgena
¢ Esfinteres ¢ pH gastrico
< Epiglotis

Respuestas inmunes:

Son respuestas generadas por el sistema inmunitario hacia agentes que el cuerpo no reconoce
por ejemplo: bacterias, virus, parasitos, hongos o cualquier sustancia exdgena. Dentro de ellas
encontramos las reacciones innatas y las adaptivas, siendo las reacciones innatas las defensas de

primera linea que existen antes de la memoria inmunitaria.

Tabla 2-1: Componentes que actlan durante la Inmunidad Innata.

COMPONENTES FUNCIONES

Barreras epiteliales Previenen la entrada de microorganismos al

cuerpo y participan en la destruccion de ellos.

Células efectoras (neutrofilos, macréfagos, | Participan en la fagocitosis y destruccidn de
Células NK) microorganismos en las fases iniciales vy
tardias de las enfermedades infecciosas,

mediante la activacion de macréfagos.

Proteinas efectoras ( Complemento, lectinas | Destruccion de microorganismos mediantes
asociadas a Manosa, PCR y factores de | la activacion de leucocitos, lectinas y
coagulacion) aislamiento de tejidos afectados por la

infeccion.

Fuente: (BRANDAN, Nora. 2007).
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.



Y la inmunidad adaptiva que es un conjunto de respuestas protectoras mucho mas
evolucionadas, que se generan luego de cada exposicion a un agente infeccioso, y cuya

respuesta es mas intensa con cada nueva exposicion.

Figura 1-1: Tipos de inmunidad adaptiva
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Fuente: (BRANDAN, Nora. 2007).

1.2.3. Tipos de enfermedades infecciosas

Se divide de acuerdo al tipo de agente infeccioso que cause la enfermedad asi tenemos:

¢ Enfermedades bacterianas « Enfermedades parasitarias

< Enfermedades flngicas ¢ Enfermedades viricas

De estas cuatro centraremos el estudio en enfermedades bacterianas y flngicas.

Las infecciones bacterianas son enfermedades causadas por bacterias ajenas a la flora natural de
una zona de nuestro cuerpo como en el caso de infecciones causadas por Escherichia coli,
bacterias que colonizan el col6n, pero que también son causantes de infecciones urinarias e
incluso diarrea al existir el incremento de la carga microbiana, o por bacterias patdgenas como

Klebsiela pneumoniae principal causante de la neumonia.



Tabla 3-1: Listado de algunas bacterias y sus principales sintomas.

BACTERIA SINTOMAS
Salmonella typhimurium Diarrea, dolor abdominal, vémitos y fiebre.
Staphylococcus aureus Nauseas, vomito, dolor abdominal, debilidad,

deshidratacion.

Escherichia coli Dolor abdominal, vomito, diarrea, deshidratacion,

fiebre.

Fuente: (ZARATE. 2013).
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Por otro lado las infecciones fungicas son enfermedades causadas por hongos, el huésped se
puede infectar por micosis o0 por toxomicosis, se habla de micosis cuando la infeccion es
causada directamente por el microorganismo, donde este invade el tejido del huésped, mientras

gue la toxomicosis es una infeccion causado por toxinas generadas por el microorganismo.
(ZARATE, Manuel. 2013. p. 5).

1.2.4. Agentes infecciosos

Son microorganismos causantes de la infeccion, estos pueden cruzar las barreras protectoras del

huésped y afectarlo produciendo enfermedad.

Dentro de estos tenemos a:

% Virus %+ Hongos

<+ Bacterias «» Parasitos (Mufioz, Sanz. 1995. pp. 33-34)

1.2.4.1 Bacterias

Figura 2-1: Escherichia coli.
Fuente: (PELCZAR, Michael. 1985).



1.2.4.1.1. Definicion

Son organismos formados por células procariotas, cuya reproduccion es por fision binaria, su
tamafio va aproximadamente de: 0,5-5um, son los organismos mas abundantes, tanto que se
cree que hay 5x10%° bacterias en todo el planeta Tierra. En lo estructural carecen de membrana

nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmético. (PELCZAR, Michael. 1985. p. 9).

Las bacterias al igual que todos los microorganismos estan en todas partes, en el aire, en las
superficies de los suelos, en el agua, incluso en desechos humanos que fueron huéspedes de
algunos de ellos y alimentos, en cualquier lugar donde se cumplan todas las condiciones para su
supervivencia, alli encontraran: alimento, humedad y temperatura adecuada para su desarrollo y

multiplicacion. (PELCZAR, Michael. 1985. p. 9).

Chromista Algae
Alvealata Plantae
Rhizaria Amoehozia
Excavata Animalia
Fungi
Crenarchaeita EUKARYA
Nanoarchaeota ) Firmicutes
Euryarchaeota Chlamydiae
ARCHAEA ' Fibrobacteres
¥ Bactervideies
B Actinobacteria
i} BACTERIA Planctomycetes
Proteobacteria . Spirochactes
. Aquificae
Acidobacteria Fusobacteria-Thermotogae
Deinococcns-Thermuos .
Cyanobacteria

Figura 3-1: Arbol filogénico de la vida
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)

Los seres vivos se dividen en tres dominios: Eukarya, Archaea y Bacteria, donde los dominios

Archaea y Bacteria incluyen organismos procariotes siendo el dominio Bacteria el mas amplio.
(MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 13).



1.2.4.1.2. Estructura bacteriana
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Figura 4-1: Composicién estructural de bacterias
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

El citoplasma contiene: ribosomas, proteinas, ARNm y ADN cuyos cromosomas no se
encuentran contenidos en una membrana nuclear, sino mas bien en una zona a la que llaman
nucleoide, al tener ausente una membrana nuclear estos han adaptado procesos de transcripcion
y traduccién, como mecanismos para controlar la sintesis de proteinas, en cuanto a los

ribosomas estos organismos poseen dos subunidades en ellos: la subunidad 30S y 50S.
(MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 18).

La membrana plasmatica muy similar a la que presentan las eucariotas, poseen una bicapa
lipidica con la diferencia que hay ausencia de esteroides y cumplen funciones de: proteccion,
transporte, produccidon de energia y en el caso de las actinas (filamentos proteicos) dando forma

a la bacteria. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 18-19).

La pared celular difiere de acuerdo al tipo que esta pertenezca, en el caso de bacterias Gram
positivas la pared es gruesa y constituida casi en su totalidad por peptidoglicano (mureina) cuya
funcién es permitir la difusion de metabolitos y mantener la presion osmética de la célula,
ademas la pared celular de estas bacterias poseen polisacaridos tipo C (acido teicoico, acido
lipoteicoico) asociados al peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram negativas a pesar de
tener una fina capa de peptidoglicano son mucho mas complejas de forma estructural y
bioquimica , al poseer dos capas externas a la membrana citoplasmatica en las que se
encuentran: fosfolipidos, porinas, lipoproteinas y lipopolisacaridos, estas dos capas forman un

espacio periplasmico con enzimas que transportan, degradan y sintetizan, por todos estos
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componentes el ataque a una bacteria Gram negativa es mucho mas dificil. (MURRAY, Patrick., et
al. 2009. pp. 19-20).
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Figura 5-1: Componentes de la pared celular bacteriana Gram positiva
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
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Figura 6-1: Componentes de la pared celular bacteriana Gram negativa
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)

Algunas bacterias también presentan estructuras externas como: capsulas, Pili, flagelos y
proteinas. Las capsulas o glucocalix estan constituidas de proteina y polisacaridos con funcién
protectora, mientras que los flagelos y Pili (fimbrias) estan formados por estructuras de origen
Unicamente proteico, la flagelina presente en los flagelos y la pilina en las fimbrias, asi los

flagelos son los encargados de la motilidad de la célula y las fimbrias de la adhesion. (MURRAY,
Patrick., et al. 2009. pp. 22-23).

1.2.4.1.3. Clasificacion

Las bacterias pueden clasificarse de acuerdo a la diferenciaciébn micro-macroscopica y a la

diferenciacién metabdlica, antigénica y genética.
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Tabla 4-1: Clasificacion micro-macroscopica de las bacterias.

MORFOLOGIA CAPACIDAD DE CAPTACION DE LOS
COLORANTES GRAM
Cocos Gram positivas
Bacilos Gram Negativas
Espirilos

Fuente: (PELCZAR, Michael. 1985)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Por su morfologia bacterias en forma ovalada llevan el nombre de cocos, bacterias con forma de
baston se Ilaman bacilos y las de forma espiral las denominamos espirilos; ahora de acuerdo a la
captacion de los colorantes Gram hay dos tipos de bacterias: Gram positivas y Gram negativas,
las Gram positivas presentan una coloracion violeta debido a que el colorante queda atrapado en
la gruesa capa de peptidoglicano, a diferencia de las negativas cuyo color rosado es el resultado

de la poca fijacion del colorante a la fina capa de peptidoglicano. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp.
16-17).

Tincién Gram, técnica diferencial donde se utiliza: cristal violeta (colorante), yodo (precipita

junto con el cristal violeta), alcohol cetona (decolorante) y safranina (contraste). (MURRAY,
Patrick., et al. 2009. pp. 16-17).

Tabla 5-1: Clasificacion metabolica, antigénica y genética.

REQUERIMIENTO DE FORMA DE
OXIGENO TEMPERATURA pH NUTRICION
Aerobias estrictas Termdfilas Acidofilas Autotrofas
Anaerobias estrictas Mesofilas Neutrofilas Heterotrofas
Anaerobias facultativas Psicrofilas Basofilas

Fuente: (PELCZAR, Michael. 1985)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Las bacterias aerobias estrictas necesitan de aporte de O, anaerobias estrictas se reproducen en

zonas ausentes de O,y anaerobias facultativas se desarrollan en presencia o ausencia de O-.

Bacterias termdfilas se desarrollan entre 25-80°C, bacterias Mesofilas 10-45°C vy las psicréfilas
de -5-30°C.

De acuerdo al pH las Aciddfilas se desarrollan a pH entre 1-5, las Neutréfilas a pH 5.5-8.5 y

Basofilas de 9-10 y por su formas de nutricion, autotrofas, bacterias que se alimentan de
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compuestos inorganicos mientras que, las bacterias heterétrofas se alimentan de carbono

organico. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 16-17).

= GearmposSitivas Sramnegstivas
ST TN OO CCCTAI S LT EArS Escherichis ool
—
ies 3 Cases vicane.  JBEDN _— e —
-
Paso 2 Soxmion yedocs JSEEE -_— e -
Paso 3 Decclorants — —
1SS0 © &CAI0TN) |
-_—
Pe=o0 4 Rojo safranin=s “ -9 - e
o safras S
B Mosrfologia Dacliesisns

Formas

@ Bacilo z
Coco Cocobaca®o Bacso

iesHorme

Esprirdo !“\-AY\’R m
Espiroguatas

Figura 7-1: Clasificacion micro-macroscopica bacteriana
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)

1.2.4.1.4. Enfermedades bacterianas méas comunes en el Ecuador.

Segun datos del INEC las EDA vy las IRA son las mas prevalentes en el pais y en las
zonas rurales de la provincia de Chimborazo, las EDA e IRAs son las principales
causantes de la morbilidad y mortalidad infantil, sin olvidar el incremento de la
incidencia de infecciones nosocomiales en las Gltimas décadas dadas por ciertas
condiciones en los centros de salud las cuales facilitan la transmision de bacterias

multirresistentes. (SANOFI. 2013. http://www.sanofi.com.ec).

Las EDAs se las definen como una alteracion en la forma normal de evacuacion
intestinal, existiendo con este, aumento de la frecuencia de deposicién o cambios en la

consistencia de la materia fecal con una duracion menor a 15 dias. (SHANCHEZ, Carlos. 2011.
pp. 23-24)

Una de las causas de las EDAs son las infecciones causadas por microorganismos,

siendo la infeccion bacteriana la mas comun, en donde Escherichia coli es la causante

del 70% de las infecciones diarreicas. (SHANCHEZ, Carlos. 2011. pp. 25-26)
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Tabla 6-1: Bacterias causantes de EDAs.

BACTERIAS

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Salmonella typhimurium

Vibrio cholerae

Shiguella spp

Fuente: (SHANCHEZ, Carlos. 2011)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Mientras que las IRAs son enfermedades que afectan principalmente al tracto respiratorio y son
causadas en su mayoria por virus y en menor grado por bacterias como: Streptococcus B
hemolitico del grupo A, Staphylococcus aureus (ambas afectan al tracto respiratorio superior) y

Klebsiella pneumoniae (afectan al tracto respiratorio inferior). (GUZMAN, L., et al. 2005. p. 57).

Aunque con menos tasa de morbilidad las infecciones nosocomiales constituyen también un
blanco de cuidado ya que estas generan un gasto extra al provocar resistencia a ciertos
antibioticos, dentro de las infecciones nosocomiales tenemos a: Bacteriemia primaria causada
por Staphylococcus aureus, infeccién de las vias urinarias por Pseudomonas aeruginosa,
neumonia nosocomial por bacterias Gram positivas y negativas y la infeccion por herida

quirdrgica. . (RUIZ, V., et al. 2005. pp. 10-16).

Tabla 7-1: Principales microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.

NUMERO DE NOMBRE DEL MICROORGANISMO
PUESTO

Staphylococcus coagulasa- negativos

Staphylococcus aureus

Enterococcus spp

Candida spp

Escherichia coli

Klebsiella spp

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter spp

©| O N| o g B W N =

Serratia spp

[EEN
o

Acinetobacter spp

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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1.2.4.1.5. Diagnéstico y Tratamiento

El diagndstico se basa en la recepcion, transporte y buen procesamiento de las muestras, de esto
depende el éxito del tratamiento para que la persona sane. El tipo de muestra es seglin la zona de

infeccion asi tenemos:

% Muestras sanguineas
¢+ Muestra de vias respiratorias (altas, bajas)

% Muestra de heridas, abscesos, tejidos.

7
0.0

Muestras de orina

5

S

Muestras genitales

*

% Muestra de heces

TOMA DE SIGNOS ¥ SINTOMAS
(ANFECCION)
TOMA DE LA MUESTRA Sitio de la infeccidn.
MNiomento optimo de la toma de muestra.
| Cantidad suficients de muestra.
Dispositives adecuades de receleccion.
E - INOCULACION DE LA MUESTRA Y Identificacion de la muestra.
sterilidad -
— AISLANMIENTO DE

Eleccion del medio de cultive
Control de temperatura

MICROORGANISMOS

IDENTIFICACION DE LOS Identificacién macrosodpica
MICROORGANISMOS | Igentificacion microscopica
| Pruebas de identificacion
Prusbas bioquimicas

ANTIBIOGRAMNA

Figura 8-1: Protocolo de identificacion microbiana
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)

La parte final del protocolo de identificacion, el antibiograma, es una guia de los antibioticos
que afectan al microorganismo y que ayudaran a que el paciente sane, asi los antibioticos actlian
sobre algunos de los sistemas de la célula bacteriana como: Inhibicidn de la sintesis de la pared
celular, inhibicién de la sintesis de proteinas, inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos y

otros antibidticos que actian como antimetabolitos. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

Los farmacos que inhiben la sintesis de la pared celular son los farmacos usados con mayor
frecuencia y dentro de este grupo se encuentran los betalactdmicos como las penicilinas,

cefalosporinas, cefamicinas y carbapenémicos. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

15



La pared celular de las bacterias esta formada por una capa de peptidoglicano y este es el
resultado de la union de &cido N-acetilglucosamina y acido N-acetilmurdmico mediante puentes
peptidicos, formando asi una capa rigida donde se encuentra una sustancia llamada PBP
(proteina de unién a la penicilina) que ayuda a catalizar la formacion de estos enlaces.

(MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

Los medicamentos betalactdmicos presentan afinidad con las PBP y una vez unidas inhiben la
formacidn de la pared celular debilitandola y activando la funcion de enzimas que degradan la
pared celular. Pero la bacteria como sistema de supervivencia crea resistencias, evitando la
interaccion entre las PBP y los betalactdmicos, modificando esta union o hidrolizando los

betalactamicos con enzimas [ lactamasas. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

RO JO D F0

O

p-Lactama Tipo Tipo Tipo Tipo
penicilina cefalina clavulinato carbapenam

Figura 9-1: Estructura quimica de los B-lactamicos.
Fuente: (DELGADO, Antonio., et al. 2010).

Tabla 8-1: Principales medicamentos inhibidores de la pared celular con su respectivo

mecanismo de accion.

ANTIBIOTICOS MECANISMO DE ACCION
Penicilinas Unién a la PFP y enzimas responsables de
Cefalosporinas la sintesis de peptidoglicanos
Cefamicinas
Carbapenémicos
Inhibidor de la B-lactamasa/p.-lactamico Union a B-lactamasas y evita la
inactivacion enzimatica del B-lactdmico
Vancomicina Inhibe la elongacion de la cabeza de los
peptidoglicanos
Daptomicina Causa la despolarizacion de la membrana
citoplasmatica con la consiguiente
interrupcion de los gradiente de
concentracion idnica
Cicloserina Inhibe la elongacion de la cadena de
peptidoglicanos.

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015
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Tabla 9-1: Listado de algunos farmacos pertenecientes el grupo de betalactamicos.

Penicilinas de amplio espectro Ampicilina
Amoxicilina
Penicilinas sensibles a las B-lactamasas Bencilpenicilina

Bencilpenicilina benzatinica

Penicilinas resistentes a las B-lactamasas Oxacilina
Dicloxacilina
Penicilinas combinadas Ampicilina+sulbactman

Amoxicilina+ acido clavulanico

Otros betalactamicos Cefalosporinas (cefalexina, cefazolina,

ceftriaxona)

Derivados del carbapenem (imipenem

+cilastatina)

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Mientras que dentro de los farmacos que inhiben la sintesis de proteinas estan: los

aminoglucosidos, tetraciclinas, glicilciclinas, oxazolidionas, macrélidos y cet6lidos. (MURRAY,
Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

Tabla 10-1: Espectro de actividad de medicamentos inhibidores de las sintesis de proteinas.

ANTIBIOTICOS ESPECTRO DE ACTIVIDAD
Aminoglucésidos Utilizados para infecciones por bacilos Gram
negativos.
Aminociclitol Activa frente a Neisseria gonorrhoeae.
Tetraciclinas Antibidtico de amplio espectro activo frente a
bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas.
Ciclicidina Espectro similar a la de las Tetraciclinas pero mas
activa frente a las Gram negativas.
Oxazolidinonas Activo frente a Staphylococcus spp incluidos cepas
de SARM.
Macroélidos Antibi6ticos de amplio espectro activos frente a
bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas.
Cetdlidos Antibidticos con actividad similar a los macrolidos,
activo frente algunos Staphylococcus spp y
Streptococcus spp resistentes a los macrdlidos
Lincosamidas Activo frente a cocos Gram positivos
Estreptograminas Activo frente a bacilos Gram positivos, buena
actividad frente a Staphylococcus spp y
Streptococcus spp

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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Tabla 11-1: Listado de algunos farmacos inhibidores de las proteinas.

Macrélidos Eritromicina

Claritromicina

Azitromicina

Aminoglucdsidos Gentamicina

Amikacina

Estreptomicina

Tetraciclinas Doxiciclina

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Dentro de los farmacos inhibidores de los acido nucleicos se encuentran las quinolonas, que
son antibioticos que inhiben las topoisomerasas tipo Il y tipo 1V, inhibiendo de esta manera la

replicacion, recombinacion del ADN. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

Tabla 12-1: Listado de farmacos del grupo de las quinolonas.

Levofloxacina Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Los farmacos denominados antimetabolitos son aquellos que impiden el proceso metabdlico del
acido folico (sustancia no sintetizada por el hombre), ya sea compitiendo por los sitios de unién
o inhibiendo la sintesis de sustancias predecesoras. Dentro de este grupo encontramos: las

sulfonamidas (sulfametoxazol+ trimetoprima). (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 195-204).

1.2.4.2 Hongos

1.2.4.2.1. Definicion

Son organismos vivos formados por células eucariotas que se encuentran en la degradacion de
materia organica, algunos llevan una vida heterotréfica (saprofiticos que sobreviven en materia
muerta), otros son sinbiontes (viven en asociacion), mientras que otros son comensales
(obtienen ventajas del huésped). Casi todos los hongos son aerobios, a excepcion de algunos

fermetadores que son anaerobios facultativos o estrictos. Estos organismos producen

18




metabolitos primarios como: &cido citrico, alcohol, glicerol y metabolitos secundararios como:
antibidticos. Son de crecimiento lento y su reproduccion esta dado por formacion de esporas
(sexual), o dada Unicamente por mitosis (asexual). Ciertos hongos son agentes patégenos que

afectan principalmente a personas inmunodeprimidas. (JAWETZ., et al. 2010. pp. 63-69).

1.2.4.2.2. Caracteristicas estructurales

Los hongos son seres mucho mas complejos que las bacterias, constituidos por células con
pared celular rigida formada por quitina y glucano, mientras que su membrana celular sustituye
el ergosterol por el colesterol, ademas cuentan con un nucleo bien definido, mitocondrias,

aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico. (JAWETZ., et al. 2010. pp. 63-69).

Polksacardos
cementantes

Manoproteinas

Proteinas

Quitina

Gran plasticidad: Protege alas células de los hongos del estrés ambiental, como los
cambio osméticos.

Interaccién con el medio: Proteinas de la pared que son adhesivas y actian como
receptores. Algunas con alta capacidad inmunoldgica.

Figura 10-1: Estructura de la pared celular de los hongos
Fuente: (JAWETZ., et al. 2010)

1.2.4.2.3. Clasificacion

Se puede clasificar de acuerdo a su morfologia teniendo asi: esporas y micelios. Las esporas son
células que se reproducen por gemacion, la célula madre se desprende de una parte de ella para
formar a la célula hija, teniendo asi las mismas caracteristicas de la madre, mientras que las
formas miceliales son celulas pluricelulares con estructura tubular por extension apical, el

conjunto de micelios se denomina hifas. (JAWETZ,, et al. 2010. pp. 63-69).
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Mientras que de acuerdo a su clasificacion taxondmica se tiene a: cigomicetos, basidiomicetos,

archiascomicetos, hemiascomicetos, euascomicetos.

Los cigomicetos son hongos miceliales con hifas y de importancia clinica ya que algunos
hongos patégenos pertenecen a este grupo, los basidiomicetos son hongos con forma
filamentosa, los archiascomicetos se desarrollan en forma tréfica vegetativa y son de
reproduccion asexual por fision binaria, los hemiascomicetos son levaduras vegetativas que se
reproducen por gemacion, a diferencia de los euascomicetos que se reproducen sexualmente.

(JAWETZ., et al. 2010. pp. 63-69).

Una vez que el hombre es afectado por un hongo patdgeno se produce una micosis, la cual
también tiene una clasificacion de acuerdo a la zona de infeccién. Asi tenemos: superficiales,

cutaneas, subcuténeas, endémicas y oportunistas. (JAWETZ., et al. 2010. pp. 63-69).

Las micosis superficiales no son destructivas y afectan a la capa de queratina de la piel y
cabello, a diferencia de las micosis cutaneas que a mas de afectar a la capa queratinizada de la
piel, cabello y ufias, produce ya una respuesta inmunitaria, las micosis subcutaneas son mucho
mas profundas y llegan a zonas de la cornea, masculo y tejido por traumatismos, finalmente las
micosis oportunistas son ocasionadas por hongos comensales en su gran mayoria del género

Candida. (JAWETZ., et al. 2010. pp. 63-69).

Tabla 13-1: Listado de hongos causantes de diferentes micosis.

MICOSIS MICOSIS CUTANEAS Y MICOSIS ENDEMICAS MICOSIS
SUPERFICIALES SUBCUTANEAS OPORTUNISTAS
Piedra negra Dermatofitosis Blastomicosis Aspergillosis

Piedraia hortae Género Microsporum Blastomyces dermatitidis Aspergillus
Género Trichophytum fumigatus
Aspergillus niger
Piedra blanca Onicomicosis Candidiasis
Género Trichospera Género Candida Candida albicans
Género Aspergillus Candida tropicalis
Criptococosis
Tricosporonosis
Cigemicosis

Fuente: (JAWETZ., et al. 2010)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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1.2.4.2.4. Enfermedades micéticas mas comunes en el Ecuador.

En el Ecuador las infecciones micéticas de mayor frecuencia son las Candidiasis orales,
vaginales, esofagicas y las nosocomiales, aunque en menor nimero hay personas afectadas por

micosis cutaneas ocasionadas por Dermatofitos.

Las candidiasis orales se caracterizan por la presencia de manchas blancas o rojas a nivel bucal,
ademas de ardor, en tanto que las candidiasis vaginales causan enrojecimiento alrededor de la
vagina y la produccion de una secrecion blanquecina de mal olor que provoca picazén y un poco
de ardor, los pacientes inmunodeprimidos son blanco de estos microorganismos oportunistas,
especialmente los pacientes de VIH , muchos de ellos pueden sufrir de Candidiasis esofagica

gue no es muy comun y poco visible a simple vista.

1.2.4.2.5. Tratamiento

Los medicamentos antifingicos han tenido una amplia evolucién, en un principio solo se
utilizaban Anfotericina B o Fluorocitosina, las cuales resultaban muy tdxicas para la salud,
ahora gracias a la tecnologia farmacéutica se ha conseguido la innovacion de antiflngicos con
mayor efecto y menos toxicidad. Asi tenemos a: alilaminas, antimetabolitos, imidazoles,

triazoles, equinocandinas, polienos y otros. (JAWETZ., et al. 2010. pp. 83-89).

Tabla 14-1: Lista de antifingicos con su respectivo mecanismo de accion.

TIFO DE ANTIFUNGICO MEDICAMENTO MECANISMO DE ACCION
Alllammas Terbmaima Inhibe escuzlene epoxicasa
Antmetabolitos Flucitosma Inhibe la sintesiz de ADMN

Imidazolasz Estoconazol, clotrimazel, sulconazol Inhibe las Enzimas lanosterol

dependient=s P-430

Triazoles Fluconazel, Itrzconazol, Voriconazol, | Inhiben laz enzmmaz de lanosterol
Favuconazel dependient=s P-430
Equmocandmas Ammocandma Inhibe 12 smtesis de glucanes
Polienos Anfotericma B Union a2l etgosterol v proveca estrés
oxidativeo.
Inhibidores de la sintesizs de | Nikomicma £ Inhibe 12 sintesiz dela quitma
quiting

Fuente: (JAWETZ., et al. 2010)

21



- Pared coelular

Inhibickdn de: Inhabidares de:
Sintesis de proleinas Sinlesia de glucancs
Sorcarinas Equinccancias
AZysordsinas Siplesis e quitina

Nikcricina

~—=Membeanya
celular

Sintesis a& dcidos — inhibigoras de:
nucleicos Sintesis de argosiero!
NosinG Azvics
F
lucikasina P
Aleracién Dana directo
co mictatibuios a membrana
& inhinlcion ce mitosis Palienos
Grissofuivina

Figura 11-1: Lugar de accién de los antifungicos
Fuente: (JAWETZ., et al. 2010)

1.3. Cepas microbianas en estudio

Fueron seis cepas microbianas en estudio: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans.

1.3.1. Staphylococcus aureus

Figura 12-1: Vista macroscopica §taphylococcus aureus
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

22



»
o2, 4
Figura 13-1: Vista microscépica Staphylococcus aureus
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.1.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Bacterias anaerobias, cocos Gram positivos con asociacién en racimos irregulares, catalasa
positivos, esta cepa bacteriana se caracteriza porque contiene proteina A y acido teicoico con
residuos de N-acetilglucosamina. Dentro de su estructura posee factores de virulencia que
ayudan a la adherencia de estos agentes a los tejidos del huésped, evitando asi el proceso de

fagocitosis y la accion de enzimas hidroliticas.

Staphylococcus aureus produce enfermedades mediadas por las toxinas que segrega asi
tenemos: intoxicaciones alimentarias, infecciones cutineas, bacteriemia, endocarditis,

neumonia, ademas de infecciones nosocomiales. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 205-206).
1.3.1.2. Epidemiologia

Esta cepa forma parte de la flora normal de la piel y mucosas, debido a la gruesa capa de
peptidoglicano que poseen la Gram positivas puede soportar durante largos periodos de tiempo
en superficies secas. La forma de contagio puede ser directa o indirecta, siendo un factor de
riesgo la presencia de cuerpos extrafios y el empleo de antibidticos que debiliten la flora

bacteriana normal.

Las infecciones por SARM (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina) van en aumento,
en décadas anteriores se creia que solo afectaba a personas hospitalizadas con el sistema inmune

debilitado, pero hoy se ha comprobado que personas que no han estado expuestas a factores de
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riesgo también lo padecen, produciendo un gasto extra al sector hospitalario. (MURRAY, Patrick.,
et al. 2009. pp. 206-207).

1.3.1.3. Condiciones de crecimiento

Las cepas de Staphylococcus aureus crecen a 37°C en medios de cultivo como: agar sangre,

agares nutritivos (agar soya tripticasa, BHI), agar sal y manitol y caldos nutritivos. (MURRAY,
Patrick., et al. 2009. p. 207).

1.3.2. Escherichia coli

Figura 14-1: Escherichia coli.
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.2.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Bacterias anaerobias facultativas, en forma de bacilos Gram negativos, son catalasa positivos,
oxidasa negativos, fermentadores de glucosa y lactosa con segregacion de CO,, reductores de
nitratos y productores de vitamina B y K. Su tamafio fluctia entre 0.5-3um, no son bacterias
formadoras de esporas, pero los flagelos son parte de su estructura, los mismos que ayudan a su
movilizacion. La caracteristica morfolégica macroscopica mas representativa es el color verde

metalico de sus colonias en agar E.M.B. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 295-298).

Estudios han expuesto la existencia de 5 clonas de Escherichia coli siendo estas: ETEC, EIEC,
EAEC, EHEC, EPEC. La EPEC y la EAEC son causantes de diarreas secretoras asociadas con

fiebre, la EIEC afecta a la mucosa del colon, la EHEC causa colitis hemorragica, mientras la
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ETEC es causante de diarrea en nifios menores de 5 afios. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 295-
298).

1.3.2.2. Epidemiologia

Son propias del tubo digestivo, encontrandose especialmente en el colon, las infecciones que

provoca son en general de tipo endogenas, a excepcion de la gastroenteritis. (MURRAY, Patrick., et
al. 2009. pp. 295-298).

1.3.2.3. Condiciones de crecimiento

La cepas bacterianas de Escherichia coli pueden crecer en agar sangre, agar MacConkey y Agar
E.M.B. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 295-298).

1.3.3. Klebsiella pneumoniae

Figura 15-1: Klebsiella pneumoniae
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.3.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Bacteria anaerobia facultativa Gram negativa, de un tamafio que va alrededor de 0.2-0.5um.
Klebsiella pneumoniae esta rodeada por una capsula, que le da un aspecto mucoso a las colonias
gue son grandes, brillantes y de color rosa.

Esta bacteria es la causante de infecciones urinarias, infecciones de heridas y neumonia.

(MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 305).
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1.3.3.2. Epidemiologia

Klebsiella pneumoniae se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente, de forma
especifica en las mucosas de animales mamiferos y en la nasofaringe y tracto gastrointestinal
del hombre. En pacientes hospitalizados la tasa de colonizacion se encuentra triplicada, y tiene
una relacion proporcional frente al tiempo de hospitalizacién. (ECHEVERRI, Lina., et al. 2010. pp. 34-
36)

1.3.3.3. Condiciones de crecimiento

Crecen a 37°C en agar MacConkey. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 305).

1.3.4. Proteus mirabilis

Figura 16-1: Proteus mirabilis
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.4.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Bacteria Gram negativa anaerobia facultativa, que presenta la formacion de colonias
redondeadas y blanquecinas, con resultados de aglutinacién y ureasa positiva, siendo la razén
por la que la excesiva produccion de amoniaco alcaliniza la orina. Proteus mirabilis es la

causante principal de infecciones urinarias, bacteriemias e infeccion en heridas. (MURRAY,
Patrick., et al. 2009. p. 305).
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1.3.4.2. Condiciones de crecimiento

Proteus mirabilis crece a 37° en agar nutritivo o agar MacConkey.

1.3.5. Pseudomonas aeruginosa
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Figura 17-1: Vista microscopica de Pseudomonas aeruginosa
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).
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Figura 18-1: Vista macroscopica de Pseudomonas aeruginosa
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.5.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Bacteria aerobia estricta flagelada, en forma de bacilos Gram negativos y oxidadores de
glucosa, de pequefio tamafio (0.5-5um) que generalmente se encuentran en pareja.
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Como parte de su estructura estd una capsula mucoide (constituida de polisacaridos), adhesinas
y la generacion de toxinas y enzimas como: exotoxina, piociamina y fosfolipasa C.
Pseudomonas aeruginosa es la causante de enfermedades respiratorias, infecciones urinarias,

infecciones a nivel de tejidos blandos, ojos, oidos y piel. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 323-324).

Tabla 15-1: Funciones de algunos de los componentes estructurales de Pseudomonas

aeruginosa.

COMPONENTES ESTRUCTURALES FUNCIONES

Pili Facilita la adherencia de la bacteria a los

tejidos del huésped.

Cépsula Facilita la adherencia de la bacteria a los
tejidos del huésped evitando la fagocitosis

y atenuando la accion de los neutréfilos y

linfocitos.
Lipopolisacaridos Accion endotoxina
Piocianina Ayuda a la alteracion de los cilios.

Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

1.3.5.2. Epidemiologia

Esta bacteria se desarrolla en los ambientes hiumedos de los hospitales como: lavabos, cuartos
de bafio, respiradores, incluso en equipos de dialisis y de manera transitoria puede colonizar
también el tracto respiratorio y digestivo de pacientes con larga estadia de hospitalizacion.

(MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 323-324).

1.3.5.3. Condiciones de crecimiento

Debido a sus exigencias nutricionales sencillas estas bacterias crecen a una temperatura de

37°C aproximadamente en agar sangre 0 MacConkey. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 323-324).
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1.3.6. Candida albicans
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Figura 19-1: Vista microscopica Candida albicans
Fuente: (MURRAY, Patrick., et al. 2009).

1.3.6.1. Morfologia, virulencia y enfermedad

Son hongos de células levaduriformes de pequefio tamafio (3-5 um) pero formadoras de hifas y
pseudohifas que pertenecen al grupo de hongos patégenos oportunistas, siendo la cuarta causa

de infecciones a nivel hospitalario.

Macroscépicamente sus colonias lisas son de color blanco cremoso aunque esto puede variar
por la presencia de células levaduriformes sujetas a gemacién modificando el fenotipo de las

colonias haciéndolas vellosas.

Este hongo es el causante de infecciones vaginales, cutaneas y bucales. (MURRAY, Patrick., et al.
2009. pp. 710-711).

1.3.6.2. Epidemiologia

Este cepa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza: agua, suelo, aire y también en
el ser humano colonizando principalmente el tracto digestivo (boca-recto), el tejido vaginal, la
piel, la uretra y debajo de las ufias, como parte de su flora normal, por ello la mayoria de las
infecciones causadas son de tipo enddgeno, cuando las defensas de cuerpo se debilitan este

microorganismo aprovecha y causa infeccion. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. pp. 711-712).
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1.3.6.3. Condiciones de crecimiento

Las cepas de Candida albicans pueden desarrollarse sobre agar Sabouraud con cloranfenicol a

una temperatura de 37°C 0 28°C. (MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 712).

1.4. Hemaglutinacion

Formacion de particulas entrelazadas que se fundamentan en una reaccion inmunoldgica
antigeno-anticuerpo. Esta reaccion se da en dos fases: fase de sensibilizacion y fase de
aglutinacion, en la primera el antigeno y anticuerpo tienen su primer contacto y en la segunda se
da la reaccién en donde se forma el agregado celular y se presenta la aglutinacion. La union
antigeno-anticuerpo estd dada por atracciones intermoleculares como: Uniones hidréfobas,

puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals.

Figura 20-1: Reaccién de aglutinacion
Fuente: (SHINITI, Celso. 2007).

El fendmeno de aglutinacion es una reaccién que puede darse no solo en glébulos rojos, sino
también en gl6bulos blancos y plaquetas, con antigenos que circulan en el torrente sanguineo

como bacterias y lectinas alimentarias.

1.4.1. Lectinas

Hermman Sill en el afio de 1888 descubri6 la hemoaglutinacion en semillas de ricino, y esta se
debia a un factor proteico aglutinante llamado ricina, pero no era la Gnica semilla que presentaba
este factor, las semillas de Abrus precatorius tenian abrina, proteina que presentaba igual
accion, de ahi nacid el término “hemoaglutininas”, hasta que en el afio de 1907 en Phaseudus

vulgaris Boyd y R.M. Reguera descubrieron que esta tenia aglutininas especificas para
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eritrocitos de grupos sanguineos denominandolas ahora con el nombre de “lectinas”. (SHINITI,
Celso. 2007. p. 7).

1.4.1.1. Definicién

Grupo de proteinas de tipo no inmune que se caracteriza por su union especifica y reversible a
carbohidratos libres 0 a los que se encuentran formando parte de estructuras complejas. Las
lectinas presentan dos sitios de unién: a una molécula glicosilada, y un azlcar especifico, la
caracteristica principal de esta reaccion es aglutinar a la célula con la que se unen. Las
aglutininas no solo se encuentran en animales o vegetales, se han reportado lectinas en:

bacterias, hongos, algas y liquenes. (CASTILLO, Adriana., et al. 2005. pp. 55-56).

1.4.1.2. Caracteristicas

Para que una proteina se incluya dentro de este grupo debe cumplir los siguientes detalles:

®

¢+ Poseen un sitio de union especifico a carbohidratos.
R/

¢+ No son inmunoglobulinas.

¢ No producen modificaciones a las sustancias a las que se unen.

Con estas premisas se excluye a los taninos, sustancias lipidicas y otras que también producen
aglutinacion, ademas las lectinas no son de origen inmunoldgico, su estructura es totalmente

distinta a la de los anticuerpos. (SHINITI, Celso. 2007. pp. 8-10).

1.4.1.3. Tipo de lectinas

Existen tres tipos de lectinas:

7
0‘0

Merolectinas: Poseen un solo sitio de union a carbohidratos y no aglutina a la célula a que
se une.

¢+ Hololectina: Poseen dos sitios de unidn y aglutinan a la célula a la que se unen.

¢+ Quimerolectina: Pueden o no aglutinar, poseen un sitio de uni6 especifico a carbohidratos y

otro a otros componentes. (SHINITI, Celso. 2007. p. 11).
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Figura 21-1: Representacion esquematica de los tres tipos de lectinas.
Fuente: (SHINITI, Celso. 2007).

1.4.1.4. Aplicaciones

Debido a su selectividad y su fécil purificacion las lectinas pueden utilizarse para:

Purificar glicolipidos, glicoproteinas y glucanos mediante la técnica de cromatografia por
afinidad, incluso puede utilizarse como marcadores fluorescentes en técnicas histoquimicas o
como deteccion de transformaciones malignas, especificamente las lectinas de Vicia villosa
reconoce el antigeno Tn exclusivo para células tumorales, las lectinas puede utilizarse también
como tratamiento anticancerigeno ya gque son sustancias inactivadoras de ribosomas, 0 como
antiretroviral ya que inhiben la entrada del virus a la célula del huésped por la unién lectina-

glicoproteina gp120. (SHINITI, Celso. 2007. pp. 12-13).

1.4.1.5. Utilidad terapéutica frente al cancer

Los glicocongujados son importantes por su papel en el reconocimiento, comunicacion y
adhesion celular, estas actividades son igual de importantes en la formacién del tumor, su
progresion y la metastasis, durante este proceso los oligosacéaridos de glicoproteinas de la
superficie de células cancerigenas estan alteradas y esta alteracion puede ser divisada por

lectinas.

Varios estudios in vitro e in vivo se han desarrollado, en donde queda claro el efecto inhibitorio

del crecimiento del tumor, las investigaciones prueban que las lectinas inhiben la sintesis del
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DNA, RNA vy proteinas, aunque aln no se ha comprobado si el efecto es directo o indirecto.
(CASTILLO, Adriana., et al. 2005. pp. 56-61).

Tabla 16-1: Estudios in vivo de lectinas y efectos sobre el cancer.

_——  ____________________________________________________________________
Lectina Macanismo de acclon Tipo Ref.
PHA (Phasoolus vulgarls)  Inhibicidn del crecimento de fumaores Murina linfomas ascilices 25
SBA (Glycine max) Fortalecimiento del sistema Inmune del huésped Murina linfoma ascitico b
THA Ty I Inhibician del tumar y prolongacian de la vida de los animales Raton con celulas de
(Triholama mongalicum) sarcoma 180 b
GS-1 (Griffona simplicifolia)  Inhiblcion del crecimiznto de tumor Ratdn con células ascillcas

Enrlich FEFL
VCA(Viscum albur, L Inhibiclan del crecimiento de fumores y metasiasls por el Raton Inoculado con céhulas
colaratum) incremanta de (3 apoptosis y 1A inhibicion de fa angiogenasis de melanoma B16-BL6 it
KML-C Actividad inmunomoduladora para fortalacer el slstema de defensa Murina medanama,
(Korean misllegtoe: del huésped, efecto en metastasks asocfada a muerle natural y carcinoma de colon y infoma 54
Viscum aloum coloratum)  macrafags
ML Efecto anfliumoral con reduccion del Raton con tumores de
(Viscum album) crecimienta def linforna rasplaniada finfoma no-Hodgkin 55

Fuente: (CASTILLO, Adriana., et al. 2005)

A pesar del gran aporte de las lectinas para el diagnostico y el tratamiento del cancer, estas
también son consideradas como sustancias toxicas, ya que son sustancias RIP Il, sustancias
inhibidoras de ribosomas, en cuya estructura presentan dos cadenas peptidicas, la una que se une
con glucoproteinas y la otra que inactiva al ribosoma, ademéas que tras su ingesta el animal o
humano presenta parenquimatosis, presencia de coagulos y hemorragias, ademas de la pérdida
de absorcion de nutrientes, ya que las lectinas al unirse con las glipotroteinas de las células

presentes en la mucosa digestiva impiden esta funcion. (CASTILLO, Adriana., et al. 2005. pp. 56-61).

1.5. Fitoterapia

1.5.1. Definicién

Ciencia que se basa en el conocimiento ancestral y uso de productos naturales como tratamiento
preventivo o curativo de enfermedades. Se entiende como planta medicinal a aquella planta que
presenta una parte activa en su estructura, dicha parte activa (hojas, flores, raiz, corteza) es la

que daré el efecto farmacolégico. (VANACLOCHA, Bernat., et al. 2003. pp. 29-31).
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La fitoterapia centra su estudio en el efecto farmacoldgico de los principios activos de las
plantas, en general el principio activo constituye el 1% del peso en seco del vegetal, pero puede
ser uno o varios principios activos los que generan la actividad, pues pueden trabajar

sinérgicamente. (VANACLOCHA, Bernat., et al. 2003. pp. 29-31).

La fitoterapia hace uso de fitomedicamentos, medicamentos a base de principios activos
extraidos de fuentes vegetales, cuya concentracién esta estandarizada, ademas de que su

efectividad estd basada en evidencia dando seguridad a quien los adquiera. (VANACLOCHA,
Bernat., et al. 2003. pp. 29-31).

1.5.2. Métodos de extraccién de componentes

La extraccion es la separacion del principio activo del resto de componentes del vegetal. Para
extraer los principios activos de las células se necesita un método fisico o el empleo de
solventes haciendo uso del fendmeno de difusién, fendmeno que estd mediado por la ley de

Fick, asi los componentes activos inmersos en la célula migraran al solvente de extraccion.
(MARCANO, Deanna., et al. 2002. pp. 60-62).

METODOS DE EXTRACCION

EXTRACCION DESTILACION EXTRACCION CON
MECANICA DISOLVENTES

-POR EXPRESION -POR ARRASTRE DISCONTINUA CONTINUA

-POR INCISIONES DE VAPOR 1 1
-MACERACION -PERCOLACION
-DIGESTION “SOXHLET
~INFUSION
-DECOCCION

Figura 22-1: Métodos de extraccién
Fuente: (MARCANO, Deanna., et al. 2002).

La extraccion mecanica por expresion es la obtencién de los principios activos de la planta por
presion, mientras que el método de incisiones es méas para extraccion de: gomas y resinas, asi a
la planta se le realiza una serie de incisiones que permiten la salida de estas sustancias. La
destilacién por arrastre de vapor permite la extraccion de aceites esenciales, al material vegetal

se le aflade cierta cantidad de agua y se destila. (MARCANO, Deanna., et al. 2002. pp. 60-62).
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La extraccién con disolventes se basa en el buen uso de solventes de extraccion, estos deben ser
afines con la naturaleza del principio activo que se deseen obtener, en este tipo de extracciones
hay factores que controlar como: temperatura y tiempo de extraccion. La temperatura puede
acelerar el tiempo de extraccion, pero también puede degradar ciertos componentes, mientras
que el tiempo de extraccion dependera del tipo de droga con la que se trabaje. Dentro de la
extraccion con disolventes se tiene a: las extracciones continuas y discontinuas. Siendo las
discontinuas aquellas en donde el material vegetal es sumergido totalmente en el solvente de
extraccion y los componentes inmersos en las células migran al disolvente hasta alcanzar el
equilibrio, asi se tiene a la maceracidn, en donde el vegetal triturado es puesto en contacto con
un volumen de solvente que sobrepase la cantidad total del vegetal, es sellado herméticamente

durante 14 dias y al término de este tiempo se filtra y se obtiene un extracto fluido. (MARCANO,
Deanna., et al. 2002. pp. 60-62).

En la extraccién continua el solvente de extraccion arrastra los principios activos, asi por
ejemplo la extraccion con Soxhlet asegura que durante todo el tiempo de extraccién el
disolvente puro arrastre los principios activos de vegetal, mientras que en la extraccion con
reflujo y calor, cierta parte del disolvente se evapora y sube hasta el refrigerante, este se
condensa por la accion del agua fria que circula por la parte exterior, depositandose nuevamente

el solvente al matraz. (MARCANO, Deanna., et al. 2002. pp. 60-62).

1.6. Parmelina tiliacea

1.6.1. Ligquenes

Son seres estables, autosuficientes que provienen de la asociacion simbidtica entre un hongo
(micobionte) y un alga (fotobionte), siendo el hongo quien domina la asociacion, hongos del

género Ascomycota y Basidiomycota. (RANKOVIC, Branislav. 2015. p. 1).

Cada miembro aporta con una accion distinta, en donde el alga es el responsable de realizar la
fotosintesis y sintetizar nutrientes organicos a partir de CO2, mientras que el hongo protege al

alga de la intensidad de la luz y la desecacion. (RANKOVIC, Branislav. 2015. p. 3).

Se cree que los liquenes son los primeros colonizadores de hébitats terrestres, su distribucion va
desde las llanuras mas altas tropicales al artico, bajo condiciones acuéticas, poblando rocas,
arboles, desiertos, incluso se han hallado restos de liquenes en las superficie de los caparazones

de las tortugas de las Islas Galapagos, para Douglas Larron el 8% del planeta Tierra esta
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poblado por liquenes, encontrandose en mayor nimero en las zonas mas himedas, cabe recalcar
que estos seres son dificiles de adaptarse en habitats no nativos, aunque soportan variaciones de

temperatura, presion y sequia. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 222-225).

Aunque su crecimiento es lento medido en mm, su vida es larga, ain en condiciones extremas,
los liquenes son utilizados en la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria incluso como

indicadores de contaminacion. (RANKOVIC, Branislav. 2015. pp. 2-3).

Estos seres vivos sintetizan una variedad de metabolitos secundarios, la mayoria a partir del

metabolismo de hongos. (RANKOVIC, Branislav. 2015. pp. 5-6).

1.6.2. Descripcion botanica

Parmelina tiliacea, es un liquen tipo folioso, cuyos l6bulos son adheridos al sustrato, poseen un
talo de 5-7 cm, sus I6bulos de aspecto redondeado con orientacién hacia adentro presentan 6-11

mm de ancho, son adyacentes y en algunas ocasiones se presentan de tipo solapantes.

La cara superior es de color gris con tonalidades blanquecinas, mientras que la cara inferior
unida al sustrato es de color obscuro, en ocasiones se pueden visualizar ricinas en las orillas de
los l6bulos. Los apotecios se registran en medidas de hasta de 6 mm, en ocasiones aln mas

grandes. (PERRY, B., et al. 1999. p. 4).

1.6.3. Taxonomia

Tabla 17-1: Taxonomia Parmelina tiliacea.

DOAMINIO | Eucariota

REINO Fungi

FILUM Ascomycota
CLASE Lecanoromycetes
OREDEN Lecanorales

FAMILIA FParmelizceas
GENERO Pxmeslinz
ESPECIE Parmeling filfitgcen

Fuente: (BOLUDA, 2006)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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1.6.4. Composicion quimica

Los liquenes de Parmelina tiliacea estdn constituidos por metabolitos primarios como:
proteinas, aminoacidos, carotenoides, polisacaridos, vitaminas. En su gran mayoria de tipo

hidrosolubles.

Tabla 18-1: Porcentaje de metabolitos primarios de Parmelina tiliacea.

Amino&cidos 2-11%
Carotenoides (B caroteno, luteina) 2-23 mg
Polisacaridos 4-5%
Vitaminas (&cido ascdrbico) (no se especifica porcentaje)

Fuente: (RANKOVIC, Branislav. 2015)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

1.6.5. Composicion fitoquimica

Los metabolitos secundarios presentes en este liquen son de origen flngico y constituyen el 0.1-
10% del peso seco que en ocasiones alcanza hasta el 30%, hasta Junio del 2012 se han hallado

1050 sustancias liquénicas, todas de naturaleza poco soluble. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 226-
232).

En su gran mayoria Parmelina tiliacea esta constituida de compuestos fendlicos asi se tiene:

Tabla 19-1: Composicidn fitoquimica Parmelina tiliacea.

GRUPO COMPUESTOS
Fenoles mononucleares Oreinol, orcinol.
Quinonas Parietina
Dibenzofuranos Acido panarico
Depsidones Acido Salazinico
Depsones Acido picroliquénico
Depsides Acido homosekikaico
G-lactonas Acido protoliquesterinico
Xantonas Diquexantona

Fuente: (YOUSUF, Sammer., et al. 2014)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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Se ha reportado un compuesto depsipéptido ciclico presente (nicamente en la Artogalina una
especie endémica de las Islas Galapagos.

Estos metabolitos secundarios son el producto de tres rutas biosintéticas que siguen los liquenes
y son: via del &cido Shikimico (generacion de &acido pulvinico y derivados fendlicos ciclicos),
via del polymalonato (generacion de hyperhomosekikaico, depsidones), y via del acido

mevaldnico (generacion de di-triterpenos compuestos muy poco comunes en los liquenes).
(YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 226-232).

ALGA polysaccharides usnic acids anthraquinones xanthones, chromones
glucose
erythritol
ribitol
mannitol glycolysis ey R “
FUNGUS » sugars » acetylCoA __, ACETYL-POLYMALO! e (0 xylic aci
\ PATHWAY cycle
l malonyl CoA ¥ X l .
pentose phosphate higher al}u phatic
cycle acids
v i
amino acids MEVALONIC ACID p-orsellinic acid orsellinic acid
PATHWAY and homologues
SHIKIMIC ACID \
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‘ terpenes carotenoids para-depsides _, tridepsides
phenylpyruvic acid i / \ tetradepsides
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phenylalanine terphenylquinones depsones diphenyl ethers
v 4
Pulvinic acid depsidones dibenzofurans
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Figura 23-1: Rutas metabdlicas de los metabolitos secundarios del liquen
Fuente: (YOUSUF, Sammer., et al. 2014).
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Figura 24-1: Metabolitos secundarios presentes en Parmelina spp
Fuente: (NEDELJKO., et al. 2012).
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Figura 25-1: Estructura base de algunas sustancias liquénicas.
Fuente: (CONDOR., et al. 2012).

Ademas investigaciones concluyen que la concentracion de metabolitos secundarios puede estar
mediado por factores como: la altura, el clima, la humedad y la exposicion del liquen a los rayos
UV-B, donde una posible sobreexposicién podrian generar mayor produccion de enzimas
degradativas, ademas de que la composicion metabodlica variard de una especie a otra, asi por
ejemplo la Xanthoparmelia, Parmelina, Neofuscelia, tres géneros de liquen estructuralmente
parecidos difieren en su composicion, encontrandose Unicamente el acido Usnico en la corteza
del género Xanthoparmelia, mientras en la Parmelina, se hallé atranorina en su corteza y en la

Neofuscelia ninguno de estos componentes. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 226-232).

1.6.6. Utilidad terapéutica

El uso de liquenes en la medicina se basa en el hecho de que contienen sustancias
bioldgicamente activas, se piensa que sus funciones se deben a respuestas a factores
ambientales. Ejercen una amplia variedad de acciones biologicas incluyendo:
antioxidante, antiinflamatorio, antiproliferativo, antibacterial, antifungico, citotoxico y
antitumoral. Para Vartia el potencial antibacteriano depende mucho de la especie de
liquen, del disolvente utilizado durante la extraccion de componentes y las cepas

bacterianas. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 236-240).

Especialmente el género Parmelia ha sido utilizada para tratar infecciones diarreicas,

enfermedades de la piel, pie de atleta, Candidiasis, y en Alemania incluso hay un
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medicamento para el resfriado Illamado Broncholind de la casa comercial

McMklosterfrau. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 236-240).

Tabla 20-1: Compuestos liquénicos y sus efectos terapéuticos.

COMPUESTOS LIQUENICOS ACCIONES

Afranoring Antimicrobial, antioxidante, snttinflamatorio, anticancer.

Acido protocetrarice Antifimgico, mntibacterial antioxidante, anticancer.

Acido tsnico Antrviral, antitumoral, antioxidante, antihacterial,
analgézico.

Acido homosekikzico Antioxidantz, antibacterizl.

Fuente: (RANKOVIC, Branislav. 2015)
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Muestras liquenaceas

2.1.1. Recoleccion

Las muestras del liguen Parmelina tiliacea fueron recolectadas en la zona andina de San Miguel
perteneciente a la provincia de Bolivar, en las coordenadas geograficas SO01° 43° 51.139”°W
079°3°4.402>° Altitud: 2714 m, en Junio del 2015.

2.1.2. Acondicionamiento

Las muestras de Parmelina tiliacea recolectadas cumplieron con los procesos de: seleccion,
lavado, secado y molienda, tratando de mantener la genuinidad y propiedades que a ella se le

atribuyen.

Se seleccionaron asi a los liquenes en mejor estado morfolégico, descartando restos de cortezas
y material vegetal de otra procedencia, ya que Parmelina tiliacea al ser un liquen tipo folioso

sus lébulos se encuentran débilmente unidos a sus sustratos. (ROSENTRETER, Roger, et al. 2007. p.7).

El lavado se realiz6 unicamente con agua potable, tratando de eliminar la mayor cantidad
posible de tierra, sin llegar a estropear a la muestra, la cual se llevé a sequedad en una estufa
(San Jod mod. SE33A) a temperatura de 40°C por 5 dias, finalmente los liquenes secos son

triturados en un molino (100 W).

2.1.3. Control de calidad

2.1.3.1. Determinacién de cenizas totales

El liguen (2 g) seco y triturado se colocé en un crisol previamente tarado, la muestra se

carbonizd en un reverbero y posteriormente se inciner6 en una mufla a una temperatura de
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650°C por dos horas, al término del tiempo la muestra liquenacea contenida en el crisol se
enfrié en el desecador y se peso, reincidiendo este proceso hasta obtener un peso constante

(£0.5mg/g). Este ensayo se realizé por duplicado.

C M= - M 100
I Y PR Y

Figura 1-2: Formula de cenizas totales
Fuente: (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010).

Donde C es el contenido de cenizas totales, M la masa del crisol tarado y vacio, M1 masa del
crisol con la muestra liquenacea, M2 masa del crisol con la ceniza de la muestra liquenacea y

100 es el factor. (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010. pp. 122-125).

2.1.3.2. Determinacion de cenizas solubles en agua

Al producto obtenido de las cenizas totales se colocd (15 mL) agua destilada, con el crisol
tapado se llevé a ebullicién en un reverbero por 5 minutos, la solucién obtenida se filtré en un
papel filtro libre de cenizas. Finalmente el producto contenido en el papel filtro se coloco en el
crisol inicial, llevando a este nuevamente al proceso de carbonizacion en un reverbero e
incineracion en una mufla a 650°C por dos horas, al término del tiempo la muestra liquenacea
contenida en el crisol se enfri6 en el desecador y se pesd, reincidiendo este proceso hasta

obtener un peso constante (£0.5mg/g). Este ensayo se realizé por duplicado.

M= - Ma
Za = » 100
Mg - M

Figura 2-2: Férmula de cenizas solubles en agua
Fuente: (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010).

Donde Ca es el porcentaje de cenizas solubles en agua, M2 es la masa del crisol con las cenizas
totales del liquen, Ma es la masa del crisol con las cenizas insolubles en agua del liquen, M1 es
la masa del crisol con la muestra liquenacea, M es la masa del crisol tarado vacio y 100 es un

factor matematico. (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010. pp. 122-125).
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2.1.3.3. Determinacién de cenizas insolubles en acido

Al producto obtenido de las cenizas totales se coloc6 (3 mL) acido clorhidrico (10%), con el
crisol tapado se llevo a bafio hirviente por 12 minutos, a esta solucion se afiadi6 acido nitrico y
dos gotas de nitrato de plata (0.1 mol/L), para posteriormente filtrar con 3 lavados de agua

destilada caliente en un papel filtro libre de cenizas.

El producto contenido en el papel filtro se colocd en el crisol inicial, llevando a este nuevamente
al proceso de carbonizacidn en un reverbero e incineracién en una mufla a 650°C por dos
horas, al término del tiempo la muestra liquendcea contenida en el crisol se enfrié en el
desecador y se peso, reincidiendo este proceso hasta obtener un peso constante (+0.5mg/g).

Este ensayo se realizé por duplicado. (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010. pp. 122-125).

- —
= = > 1
r14 — kA

Figura 3-2: Formula de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
Fuente: (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010).

Donde B es el porcentaje de cenizas insolubles en acido, M2 es la masa del crisol con la ceniza

del liquen, M es la masa del crisol con la muestra de liquen y 100 es el factor.

2.1.3.4. Determinacién de humedad

Se pesod (2 g) liquen seco y triturado en una cépsula de porcelana previamente tarada, se llevo a
desecacion en una estufa a una temperatura de 105°C por 3 horas, al término del tiempo la
muestra liquenacea contenida en la capsula se enfrio en el desecador y se pesd, nuevamente la
capsula se llevo a desecaciéon durante una hora para luego enfriar y tomar el segundo peso,
reincidiendo este proceso hasta obtener un peso constante (+0.5mg/g). Este ensayo se realizé

por duplicado.

M= — Pl
Hg = = 100
= — B

Figura 4-2: Formula de humedad
Fuente: (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010).
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Donde Hg es porcentaje de humedad, M2 es la masa de la capsula con el contenido del liquen,
M1 es la masa de la capsula con el liquen desecado, M es la masa de la cépsula tarada vacia y
100 el factor. (VIDAURRE, Milagros., et al. 2010. pp. 122-125).

2.2. Estudio fitoquimico

2.2.1. Tamizaje fitoquimico

Partiendo de liquen (10 g) seco y triturado se procedid a realizar extracciones sucesivas en

reflujo y calor (60 °C x 2 h) con éter etilico (60 mL), alcohol potable (60 mL) y agua (70 mL).

A cada uno de los extractos filtrados se realizd las respectivas pruebas de coloracion y
precipitacion, que conforme a los metabolitos secundarios obtenidos de acuerdo a la solubilidad
de los solventes de polaridad creciente que fueron utilizados nos ayudaron a la identificacion de

los compuestos presentes en Parmelina tiliacea.

Asi el extracto etéreo fue dividido en seis fracciones para realizar los ensayos de: Sudan,
Dragendorff, Mayer, Wagner, Baljet y Liebermann-Burchard, mientras que del extracto
alcoholico se tomaron trece fracciones para los ensayos de: catequinas, resinas, Fehling, Baljet,
Liebermann-Burchard, espuma, cloruro férrico, Borntrager, Shinoda, antocianidinas,
Dragendorff, Mayer y Wagner, finalmente del extracto acuoso se tomo siete fracciones para los
ensayos de: Dragendorff, Mayer, Wagner, cloruro férrico, Shinoda, Fehling, espuma, siguiendo

asi la marcha fitoquimica dada por Martinez M. & Cuellar Cuellar (1986, p.124). (VIDAURRE,
Milagros., et al. 2010. pp. 122-125).

2.2.2 Obtencion de los extractos de trabajo

Se peso liquen (20 g) seco y triturado, los cuales se extrajeron a reflujo y calor con: acetato de
etilo (280 mL), acetona (250 mL), alcohol potable (250 mL) y agua destilada (150 mL) con
control de temperatura (60°C) por 2 horas. Los cuatro extractos obtenidos se filtraron y
concentraron a sequedad en un evaporador rotatorio y se almacenaron a una temperatura de -

4°C hasta el momento de su utilizacion. (KOSANIC, Marijana., et al. 2012. p. 2).
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2.2.3. Analisis cromatografico (Cromatografia en capa fina)

Los extractos liquenaceos de acetato de etilo, alcohol y cetona fueron procesados en placas de
TLC de vidrio (10 cm x 4 cm) recubiertas de silica gel con cinco sistemas de solventes de:
cloroformo/acetato de etilo (60:40, v/v) ; tolueno/acetato de etilo/acido férmico (139:83:8, v/v) ;
hexano/ éter etilico/acido formico (130:80:20, v/v); tolueno/acido acético (170:30, v/v) ;

benceno/dioxano/acido acético (36:9:1, v/v). (ELIX, Jhon. 2014. p. 5).

2.3. Actividad hemoaglutinante

2.3.1. Preparacién de eritrocitos

Los tipos de sangre (A*, B*, AB*, O*) fueron lavados con solucion fisiologica (NaCl 0.9%) en
relacién (1:3) y centrifugados en una centrifuga a 30 RPM por 3 minutos, este proceso se repitio
hasta que se obtuvo una solucién de lavado transparente, el precipitado producto del lavado
(eritrocitos) se resuspendi6 al 5% en solucion fisiologica (NaCl 0.9%), los eritrocitos de cada

tipo de sangre fueron almacenados a 2°C. (SHINITI, Celso. 2007. p. 35).

2.3.2. Preparacion del extracto acuoso liquénico

Extracto acuoso seco de Parmelina tiliacea (100 mg) se disolvié en (1 mL) agua estéril para
obtener una solucion de concentracion 100mg/mL, luego fue homogeneizada en un vortex por

2 minutos y almacenado a 2°C.

2.3.3. Ensayo de hemoaglutinacion.

A tubos que contenian 100puL de diluciones seriadas (1/2 a 1/512) de extracto acuoso se afiadid
el mismo volumen de eritrocitos (suspendidos al 5%), se dejé reposar durante una hora para
luego centrifugar en una centrifuga a 30 RPM por 3 minutos, en donde si se observa
aglutinacion el resultado es positivo con presencia de lectinas. Este proceso se repitio para los

eritrocitos de cada tipo de sangre (A*, B*, AB*, O*) vy por triplicado. (SHINITI, Celso. 2007. p. 35).
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2.4. Actividad antimicrobiana

2.4.1. Microorganismos, medios de cultivo y farmacos antimicrobianos

Los siguientes microorganismos fueron utilizados para el analisis de la actividad
antimicrobiana: Klebsiela pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis y Candida albicans, los microorganismos fueron obtenidos del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH. Los cultivos
microbianos fueron mantenidos en pico de flauta de agar Mueller Hinton y agar Sabouraud
(Candida albicans) hasta el momento de su activacion, para lo cual se utilizé caldo soya

tripticasa (Candida albicans) y cerebro corazon.

La sensibilidad de los microorganismos a las muestras liquendceas fue analizada en agar

Mueller Hinton para las cepas bacterias y agar Sabouraud para la cepa mic6tica. (NEDELJKO,
Manojlovic, et al. 2012. p.1.).

Los antimicrobianos utilizados fueron: ceftriaxona (30 ug), eritromicina (15 pg) y Ketoconazol
(25 ug) en discos de sensibilidad y ceftriaxona (1000 mg), eritromicina (500 mg) y Ketoconazol

(250 mg) en farmacos de administracion oral y parenteral.

2.4.2. Preparacion de los extractos liquénicos

Los extractos secos de Parmelina tiliacea (300 mg) de acuerdo a la capacidad de solubilizacion
que presentaron se disolvieron en DMSO y agua estéril en mayor o menor volumen (3 mL) para

obtener una concentracién de 100mg/mL.

Quedado de esta forma:

Los 300 mg de extracto seco de acetato de etilo se disolvieron en 3 mL de DMSO, los 300 mg
de extracto seco acuoso se disolvieron en 1 mL DMSO y 2 mL de agua estéril, los 300 mg de
extracto seco alcoholico se disolvié en 1 mL de alcohol con 2 mL de agua estéril, mientras que

300 mg de extracto cetonico se disolvié en 0.4 mL de DMSO y 2.6 mL de agua estéril.

Los extractos fueron homogeneizados en un vortex por 2 minutos y filtrados a través de un

Millipore (2 25cm, 0.45 poro de nylon), de los extractos: cetonico y alcoholico se hicieron
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diluciones, hasta % en el caso del extracto cetonico y hasta 1/100 en el caso del extracto

alcohdlico, todos estos fueron almacenados a -4°C hasta el momento de su utilizacion.

2.4.3. Ensayo de Esterilidad de extractos

Fue determinado en una placa Petri agarizada en la que se sembr6 una cepa de Escherichia coli,

posteriormente se coloco (2 pL) cada extracto y se incub6 en una estufa por 24 horas a 37°C.

2.4.4. Activacién y acondicionamiento de cepas antimicrobianas.

De cada cepa antimicrobiana mantenida a 2°C en pico de flauta se tomé6 un pequefio inoculo y
se activo en tubos con caldo soya tripticasa (Candida albicans) y caldo cerebro corazon para el
resto de microorganismos en una estufa por 24 horas a 37°C. Al término de este tiempo las
cepas activas fueron estandarizadas frente al patron 0.5 McFarland a aproximadamente 1.5x10 8
CFU/mL. (KOSANIC, Marijana., et al. 2012. p.2).

2.4.5. Preparacion de sustancias antimicrobianas

Los antimicrobianos ceftriaxona (1000 mg), eritromicina (500 mg) y Ketoconazol (250 mg) en
farmacos de administracion oral y parenteral, fueron preparados a soluciones de igual
concentracion en la que se encuentran los discos antimicrobianos comerciales es decir:
ceftriaxona (30 pg), eritromicina (15 pg) y ketoconazol (25 pg) para lo cual fueron filtrados a
través de un Millipore (g 25cm, 0.45 poro de nylon) y almacenados a 2°C hasta el momento de

su utilizacion.

2.4.6. Ensayo antimicrobiano- Método de microgotas

En placas Petri agarizadas (Mueller Hinton y Saboraud) se estri6 una concentracién
estandarizada (0.5 McFarland) de cada una de las cepas activas en estudio, se colocd (2 pL)
cada extracto con sus respectivas diluciones, control de solventes (Agua estéril, DMSO) y
control de antimicrobianos por triplicado, para lo cual se utilizé una plantilla numerada que
ayudd en la colocacion e identificacién de cada microgota, esto se incub6 en una estufa por 24
horas a 37°C.
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2.4.7. Ensayo antimicrobiano- Método de difusion de discos

En placas Petri de agar (Mueller Hinton y Saboraud) sembradas (0.5 McFarland) cada una de las
cepas activas en estudio, se coloco discos de papel filtro (g 5 mm), con la ayuda de una plantilla
numerada, sobre cada disco se seco (15 pL) extractos y sus respectivas diluciones, control de

solventes (Agua estéril, DMSO) y control de antimicrobianos por triplicado, esto se incubd en

una estufa por 24 horas a 37°C. (PERRI, Nigel., et al. 1999. p. 629).
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CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

3.1. Muestras liquenaceas

Tabla 1-3: Resultados obtenidos de pardmetros de control de calidad de la droga seca y
triturada de Parmelina tiliacea

PARAMETRO DATOS OBTENIDOS (%) REFERENCIA (%)
Humedad 8 8-14
Cenizas Totales 11 11
Cenizas solubles en agua 9 15
Cenizas insolubles en acido 2 3

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Los parametros de control de calidad de la muestra liquenacea se compararon con valores de
referencia establecidos por la FEUM, para drogas vegetales, al ser la (nica fuente de
informacion hallada, ya que no hay valores especificos para liquenes. Como se muestra en la
Tabla 1-3 los pardmetros de calidad: humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua e
insolubles en &cido se encontraron dentro de los valores establecidos, cabe recalcar que estos
datos son de ayuda para valorar la calidad y pureza de las muestras tomadas, ya que una muestra
con alto contenido de humedad es susceptible al ataque microbiano, investigaciones indican que
muestras con un porcentaje de humedad de 15-30% seran blanco de hongos y bacterias,
mientras que las cenizas muestran la cantidad de minerales que componen de forma natural al
liquen, ya que son considerados como bioindicadores ambientales y en sus estructuras captan

cierto porcentaje de metales del ambiente, razén por la que su valor esta en el limite. (FEUM,
2014. pp.27).
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3.2. Anélisis fitoquimico

3.2.1. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico del liquen

Parmelina tiliacea.

TIPO DE EXTRACTO ENSAYO RESULTADO
Etéreo Sudan +)
Dragendorff ()
Mayer ()
Wagner (-)
Baljet ()
Liebermann-Burchard (++)
Alcoholico Catequinas (-)
Resinas (-)
Fehling ()
Baljet (-)
Liebermann-Burchard (++)
Espuma (-)
Cloruro férrico (++4)
Borntrager (-)
Shinoda (-)
Antocianidinas (-)
Dragendorff ()
Mayer ()
\Wagner (-)
Acuoso Fehling ()
Baljet (-)
Liebermann-Burchard (++)
Espuma ()
Cloruro férrico (+++)
Borntrager (-)
Shinoda (-)
Dragendorff ()
Mayer ()
Wagner ()

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Los resultados del tamizaje fitoquimico presentados en la Tabla 2-3, evidencia la presencia de:
compuestos grasos, triterpenos y compuestos fendlicos, ya que al extraer sucesivamente la
muestra seca Yy triturada de Parmelina tiliacea con solventes de polaridad creciente las pruebas
de: Sudan, Liebermann-Burchard y Cloruro férrico fueron positivas, dando mayor intensidad de
respuesta en la prueba de cloruro férrico, lo que coincide con los reportes de la composicion
fitoquimica de otras familias de liquen, en donde demuestran que los compuestos fendlicos son
los metabolitos secundarios mas abundantes, compuestos fendlicos como: fenoles
mononucleares, quinonas, dibenzofuranos, depsidones, depsides, depsones, G-lactonas y

Xantonas. (YOUSUF, Sammer., et al. 2014. pp. 226-232).
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3.2.2. Analisis cromatogréfico

La figura 1-3 muestra cinco cromatografias corridas con cinco sistemas de solventes diferentes
tolueno/acetato de etilo/acido formico (139:83:8, v/v); tolueno/acido acético (170:30, v/v);
benceno/dioxano/acido acético (36:9:1, v/v); cloroformo/acetato de etilo (60:40, v/v); hexano/

éter etilico/acido formico (130:80:20, v/v) (izquierda-derecha).

Figura 1-3: Cromatografias en capa fina vista con luz UV de onda corta de los extractos

alcoholico, acetato de etilo y cetdnico (izquierda-derecha) del liquen Parmelina tiliacea.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Los sistemas se solventes enunciados en la Figura 1-3 de acuerdo Elix (2014. pp. 5-8) son los
cinco sistemas de solventes mas usados en estudios fitoquimicos sobre liquenes, aunque como
se puede observar en las imagenes solo los 3 primeros sistemas de solventes: tolueno/acetato de
etilo/acido férmico (139:83:8, v/v); tolueno/acido acético (170:30, v/v); benceno/dioxano/acido
acético (36:9:1, v/v) generan una buena eficiencia, eficacia y resolucion de los componentes
liguénicos presentes en Parmelina tiliacea, esto debido a la naturaleza de los solventes que
permiten la elucion de los compuestos, aunque el sistema conformado por
benceno/dioxano/acido acético (36:9:1, v/v) usado para la separacion de depsides y depsidones
hoy se encuentra en desuso por la toxicidad que representan.
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Figura 2-3: Cromatografia en capa fina, luz UV de onda larga de los extractos alcohdlico,
acetato de etilo y cetdnico (izquierda-derecha) del liquen Parmelina tiliacea procesado con el

sistema de solventes: tolueno/acetato de etilo/acido formico (139:83:8, v/v).
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Tabla 3-3: Resultados de la cromatografia en capa fina de los extractos del liquen Parmelina

tiliacea

Rf extracto Rf extracto Rf extracto Rf Posible compuesto

Alcoholico acetato de etilo cetonico Referencial
0,88 0,90 - 0,86 | Acido pulvinico
0,76 0,79 - 0,78 Atranorina
0,65 0,67 - 0,64 Argopsina
0,53 0,59 - 0,58 | Acido anziaico
0,40 0,42 - 0,40 | Acido acaranoico
0,33 0,31 - 0,34 | Acido acarenoico
0,21 0,20 0,19 0,22 Acido

cryptostigtico

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

La tabla 3-3 muestra los Rf de los siete compuestos identificados en las cromatografias
realizadas, de los cuales se presume corresponden a: &cido pulvinico, atranorina, Argopsina,
acido anziaico, acido acaranoico, acido acarenoico, acido cryptostigtico, segun los valores Rf
referenciales tomados de un catalogo estandarizado de cromatografias de extractos liquénicos.
(ELIX, John. 2014. pp.15-250).
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3.3. Actividad hemoaglutinante

Tabla 4-3: Resultados de la primera réplica de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso

del liquen Parmelina tiliacea.

ERITROCITOS *HEMAGLUTINACION
(Tipos de D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
sangre)
A* ++ ++ ++ + + + 0
B* ++ ++ ++ ++ + + +
AB* ++ ++ ++ ++ + + +
o* 0 0 0 0 0 0 0

*D = Dilucién del extracto acuoso D1= dilucion ¥z, D2= dilucion 1/4, D3= dilucion 1/8, D4= dilucién 1/16, D5= dilucién 1/32, D
dilucién 1/64, D7= dilucién 1/128. 0= no actividad, + = baja actividad, ++ = mediana actividad.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

[o>]

Tabla 5-3: Resultados de la segunda réplica de la actividad hemoaglutinante del extracto

acuoso del liguen Parmelina tiliacea.

ERITROCI *HEMAGLUTINACION
TOS D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
(TIPO DE
SANGRE)
A* ++ ++ ++ + + + 0 0 0
B* ++ ++ + + + + 0 0 0
AB* ++ ++ ++ ++ + + + + 0
o* ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +

*D = Dilucién del extracto acuoso D1= dilucion Y2, D2= dilucion 1/4, D3= dilucién 1/8, D4= dilucién 1/16, D5= dilucién 1/32, D6=
dilucién 1/64, D7= dilucién 1/128, D8= dilucién 1/256, D9= dilucién 1/512. 0= no actividad, + = baja actividad, ++ = mediana
actividad.

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Tabla 6-3: Resultados de la tercera réplica de la actividad hemoaglutinante del extracto acuoso

del liquen Parmelina tiliacea.

ERITROCITOS *HEMAGLUTINACION
(TIPO DE D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
SANGRE)
At ++ ++ ++ ++ + + 0 0 0
B* ++ ++ ++ + + + + 0 0
AB* ++ ++ ++ ++ + + + 0 0
o* ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + +

*D = Dilucién del extracto acuoso D1= dilucion %2, D2= dilucién 1/4, D3= dilucion 1/8, D4= dilucion 1/16, D5= dilucién 1/32, D6=
dilucion 1/64, D7= dilucién 1/128, D8= dilucion 1/256, D9= dilucién 1/512. 0= no actividad, + = baja actividad, ++ = mediana
actividad.

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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La intensidad del efecto aglutinante esta representado mediante el nimero de cruces, (+) baja
actividad, (++) mediana actividad, (+++) alta actividad y (0) no presenta actividad, este efecto
fue evaluado mediante la capacidad del extracto acuoso del liquen Parmelina tiliacea y sus
diluciones para aglutinar eritrocitos de diferentes tipos de sangre. Como se muestra en las
Tablas 4-3, 5-3 y 6-3- la actividad se realiz6 por triplicado, en la primera replica Tabla 4-3 se
visualiza que, ninguna de las diluciones del extracto acuoso del liquen agluting los eritrocitos
del grupo O*, resultados que difieren de la segunda y tercera réplica, revelando que durante la

primera ejecucion del ensayo se cometieron errores en la metodologia.

Los resultados de las Tablas 5-3 y 6-3 segunda y tercera réplica son muy similares, los extractos
aglutinaron los eritrocitos de todos los grupos sanguineos, solo se diferencid en la intensidad de
aglutinacion, evidenciando de esta manera la presencia de lectinas en el liguen Parmelina

tiliacea, puesto que estas glicoproteinas al unirse con los eritrocitos aglutinan su estructura.
(SHINITI, Celso. 2007. p. 7).

La aglutinacion presentada es mediana, en comparacion con extractos de leguminosas, donde la
concentracion de lectinas es alta , la intensidad de aglutinacién tuvo una relacion inversa, entre
mas diluyo el extracto, menor actividad aglutinante presento, asi tenemos que en los eritrocitos
del grupo A* hubo actividad hasta la dilucion 1/64, en los eritrocitos del grupo B* hasta la
dilucion 1/128, en los eritrocitos del grupo AB™ hasta la dilucién 1/256 y en los eritrocitos del
grupo O* hasta la diluciéon 1/512, teniendo las lectinas liquénicas alta especificidad por este
grupo, la especificidad de unién a uno u otro eritrocito, esta en dependencia de la composicion
de membrana de cada eritrocito y ademas de la misma especificidad de la lectina por algin
azUcar. (SHARON, N. 1989. pp. 27-39)

La presencia de las lectinas en liquenes ya se encuentra evidenciada en bibliografia, siendo estas
glicoproteinas de origen fungico, aunque su enfoque estd dirigido més al mecanismo de
reconocimiento que presentan como moléculas de sefializacion, y ya se ha tratado de elucidar su

secuencia de aminoacidos, mas no se ha probado como terapia contra el céncer. (SAN
CRISTOBAL, Mara. 2010. pp. 13-16).
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3.4. Actividad antimicrobiana

Tabla 7-3: Datos de esterilidad de los extractos

TIPO DE EXTRACTO *ESTERILIDAD

Alcoholico
Cetonico
Acetato de etilo

ACU0So

*0= ausencia de microorganismos, 1= presencia de microorganismos
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015

o|o|o|o

No hubo presencia de microorganismos en los extractos, estos fueron llevados a sequedad con
un evaporador rotatorio y congelados hasta el momento de su utilizacién, razén por lo que no
existio un medio que permitiera la proliferacion de microorganismos y la temperatura de
congelacion ralentizo la accion de las enzimas y detuvo los procesos metabdlicos, impidiendo

asi los procesos de degradacion en el extracto. (ORDONEZ., et al. 2007. Pp. 194-291).

3.4.1. Método de microgotas

Tabla 8-3: Actividad antimicrobiana del control de solventes

*ACTIVIDAD
*MICROORGANISMOS ANTIMICROBIANA
AGUA DMSO
S.a 0 6
E.c. 0 0
K. p. 0 0
P.m. 0 0
P. a. 0 0
C.a 0 0

+S. a.=Staphylococcus aureus, E. c.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae,
P.m.= Proteus mirabilis, P.a.= Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.

*Promedio del diametro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por triplicado.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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Tabla 9-3: Actividad antimicrobiana del control de antibi6ticos

*MICROORGANIS *ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
MOS Ceftriaxona Eritromicina Ketoconazol
(30 pg) (15 pg) (25 pg)

S.a 12 16 0
E.c. 20 0 0
K. p. 14 6 0
P.m. 31 0 0
P.a. 10 0 0
C.a. 0 0 0

+S. a.=Staphylococcus aureus, E. c.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae, P.m.= Proteus mirabilis, P.a.=
Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.

*Promedio del didmetro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por triplicado.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

Tabla 10-3: Actividad antimicrobiana de los extractos de Parmelina tiliacea

*ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
*MICROORGANISMOS | EC1 | EC2 EA1 EA2 EA3 EA4 | EAT | EAC
S.a. 7 0 7 7 6 0 9 0
E.c 0 0 0 0 0 0 0 0
K. p. 6 0 6 6 6 6 0 0
P.m. 0 0 7 7 6 0 0 0
P.a. 0 0 6 6 6 0 0 0
C.a 0 0 0 0 0 0 0 6

+S, a.=Staphylococcus aureus, E. ¢.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae, P.m.= Proteus mirabilis, P.a.=
Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.
*EC1= Extracto cetdnico sin diluir, EC2= Extracto ceténico 1/4, EAl= Extracto alcohdlico sin diluir, EA2= Extracto
alcohdlico 1/4, EA3= Extracto alcohdlico 1/10, EA4= Extracto alcohdlico 1/100, EAT= Extracto de acetato de etilo
sin diluir, EAC= Extracto acuoso.*Promedio del diametro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por

triplicado.

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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3.4.2. Método de difusion de discos

Tabla 11-3: Actividad antimicrobiana del control de solventes

*MICROORGANISMOS

*ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

AGUA

DMSO

S.a.

E.c.

K. p.

P.m.

P. a.

ol O] o] o] o

C.a.

0

o O O o o N

+S. a.=Staphylococcus aureus, E. c.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae,

P.m.= Proteus mirabilis, P.a.= Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.

Tabla 12-3: Actividad antimicrobiana del control de antibiéticos

*Promedio del diametro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por triplicado.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

*MICROORGANISMOS *ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
CDC CT EDC ET KDC KT

(30 pg) (30ug) | (15ug) | (15ug) | (25 M9) | (25 HQ)
S.a. 20 21 27 25 0 0
E.c. 27 30 11 0 0 0
K. p. 20 25 9 0 0 0
P.m. 40 46 0 0 0 0
P.a. 17 20 0 0 0 0
C.a. 0 0 0 0 0 0

+S. a.=Staphylococcus aureus, E. c.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae, P.m.= Proteus mirabilis, P.a.=
Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.
* CDC = ceftriaxona disco comercial, CT= ceftriaxona tazo, EDC= eritromicina disco comercial, ET= eritromicina
tazo, KDC= ketoconazol disco comercial, KT= ketoconazol tazo.

*Promedio del diametro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por triplicado.
Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.
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Tabla 13-3: Actividad antimicrobiana de los extractos de Parmelina tiliacea

*ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
*MICROORGANISMOS | EC1 | EC2 | EA1 | EA2 | EA3 | EA4 | EAT | EAC
S.a. 9 0 9 8 7 0 13 0
E.c 0 0 0 0 0 0 0 0
K. p. 8 0 8 7 6 6 0 0
P.m. 0 0 9 8 6 0 0 0
P.a. 0 0 8 7 6 0 0 0
C.a 0 0 0 0 0 0 0 6

+S. a.=Staphylococcus aureus, E. ¢.= Escherichia coli, K. p.= Klebsiella pneumoniae, P.m.= Proteus mirabilis, P.a.=
Pseudomonas aeruginosa, C. a.= Candida albicans.

*EC1= Extracto cetdnico sin diluir, EC2= Extracto ceténico 1/4, EAl= Extracto alcohdlico sin diluir, EA2= Extracto
alcohdlico 1/4, EA3= Extracto alcohdlico 1/10, EA4= Extracto alcohdlico 1/100, EAT= Extracto de acetato de etilo
sin diluir, EAC= Extracto acuoso.*Promedio del diametro de la zona de inhibicién en mm del ensayo realizado por
triplicado.

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

La actividad antimicrobiana fue testada por dos métodos: método de microgotas y el método de
difusién de discos. Los resultados de la actividad de los extractos del liquen contra los
microorganismos del ensayo , utilizando el primer método se muestran en las Tablas 8-3, 9-3 y
10-3, las mediciones de los halos en este método fueron dificiles de tomar, debido a que por el

pequefio volumen (5uL) que se pipeted, no hubo una buena resolucién de los halos.

Los resultados de la Tabla 10-3 mostraron actividad antimicrobiana, siendo mayor el efecto
antibacteriano que el antifingico, de acuerdo con Vertia (2001, p. 235) el potencial
antimicrobiano depende mucho del género del liquen, del solvente utilizado para la extraccién
de sus componentes y de las cepas microbianas contra las que se vaya a analizar. Razones por
la que existe diferencia de resultados, asi, todos los extractos fueron activos para algun tipo de
microorganismo, excepto a la bacteria Escherichia coli, bacteria Gram negativa de compleja
estructura celular y muy poca permeabilidad, dato que coincide con investigaciones en las que,
ningun extracto liquenaceo inhibe el crecimiento de esta bacteria. Aunque en general las
bacterias Gram negativas por la composicion de su pared celular (peptidoglicano,

lipopolisacaridos y lipoproteinas) son dificiles de atacar. (NEDELIKO, Manojlovic, et al. 2012. p.1.).

Seguln la intensidad del efecto, el extracto de acetato de etilo, inhibe méas el crecimiento de
Staphylococcus aureus (@ inhibicion = 9mm) resultado comparable con un articulo de Saenz
(2006, p. 158), seguido del extracto cetonico sin diluir y el extracto alcohdlico activo hasta la

dilucién 1/10, mientras que para Klebsiella pneumoniae los extractos: cetonico, alcohélico hasta
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dilucién 1/10 son los que impiden su crecimiento. Para las bacterias Pseudomonas aeruginosa y

Proteus mirabilis solo los extractos alcoholicos hasta dilucion 1/ 10 fueron activos. (SAENZ, M.,
et al. 2006. p. 158).

Todo lo contrario evidenci6 la cepa micotica de Candida albicans donde el extracto acuoso fue
el que presento efecto inhibitorio. El efecto antimicrobiano fue comparado con estdndares de
antibidticos, ceftriaxona (30 ug), eritromicina (15ug) para bacterias y Ketoconazol (25ug) para
la cepa fingica, como se muestra en la Tabla 9-3, estos estandares tuvieron mayor efecto
antimicrobiano (mayor ¢ de inhibicién) que los extractos liquendceos. Para los controles
negativos DMSO y agua, solo el primero tuvo un pequefio efecto en Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae, efecto menor no comparable con el efecto inhibitorio causado por los

extractos del liquen Parmelina tiliacea mostrados en la Tabla 8-3. (PERRY, B., et al. 1999. pp. 45-67).

Todos estos resultados son similares a los obtenidos por el método de difusion de discos,
mostrados en las Tablas 11-3, 12-3 y 13-3, donde las Unicas diferencias son: la intensificacion
del efecto, y la mejor resolucion de los halos de inhibicion, debido al aumento de volumen de

las sustancias testadas.

En este método se realiz6 una comparacion entre la actividad de los discos antimicrobianos
comerciales, con los discos elaborados durante el Trabajo de titulacién Tabla 12-3, en donde se
obtuvo buenos resultados, pues los didmetros de inhibicion eran estadisticamente iguales, vy el

resultado de inhibicién era el mismo reportado en bibliografia para cada cepa microbiana.
(PICAZO, Juan. 2000. pp. 11-17).

Finalmente con la difusion de discos, se evidencid, que el efecto antimicrobiano de los extractos
Tabla 13-3 eran mayor que al del DMSO Tabla 11-3 y proximo al de los antimicrobianos Tabla
12-3.
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CONCLUSIONES

Los parametros fisicoquimicos de calidad: humedad, cenizas totales, solubles en agua e
insolubles en acido, obtenidos del liquen seco y triturado se encontraron dentro de los valores de

referencia establecidos por la FEUM.

Dentro del estudio fitoquimico se detectd mediante tamizaje que, los extractos etéreo, alcohdlico
y acuoso presentan sustancias de naturaleza grasa, triterpenos y compuestos fendlicos,
resultados que concuerdan con la cromatografia corrida con el sistema de solventes:
tolueno/acetato de etilo/acido férmico (139:83:8, v/v), que fue la que obtuvo mejor eficacia,
eficiencia y resolucion, dando la presencia de siete compuestos de los cuales en comparacion
con sus Rf se presumen que son: &cido pulvinico, atranorina, Argopsina, acido anziaico, acido

acaranoico, acido acarenoico, acido cryptostigtico.

Con la respuesta aglutinante que gener6 el extracto acuoso del liquen Parmelina tiliacea se
establecié que existe la presencia de lectinas dentro de su estructura, a pesar de no tener un alto
contenido de estas glicoproteinas segln la intensidad del efecto hemoaglutinante que presentd,
la duracion del efecto dependi6 de la concentracién del extracto y el tipo de hematie (grupo
sanguineo), siendo los hematies del grupo O* quienes aglutinaron aln en bajas en

concentraciones del extracto.

Se demostr6 que los extractos cetdnico, alcohdlico, acetato de etilo y acuoso del liquen
Parmelina tiliacea tienen efecto antimicrobiano in vitro contra: Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y Candida albicans, pero
no contra la cepa Escherichia coli, estudios realizados por Yang (1999. pp. 50), demostraron
gue las bacterias son més sensibles que los hongos a esta actividad debido a diferencias en
composicion y permeabilidad, de igual manera existe diferencia entre Gram positivos y

negativos, siendo los Gram positivos mas susceptibles a la accion inhibitoria.

La eleccion de uno de los extractos para catalogarlo como el de mayor efecto no se puede dar,
pues hay varios factores inmersos, pero se puede concluir que la naturaleza del solvente, juega
mucho en favor a la accién antimicrobiana, siendo mas efectivo utilizar solventes de tipo apolar,

debido a que gran parte de las sustancias liquénicas presentan también esta naturaleza.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de la actividad fotoprotectora del liquen Parmelina tiliacea ya que, los
compuestos fendlicos actian como filtro de luz, respuesta que genera para su misma proteccion

contra la radiacion, asi evita el fotoblangueamiento de las algas por oxidacion de la clorofila.

Una investigacion exhaustiva de las lectinas liquénicas presentes en Parmelina tiliacea, seria de
gran aporte. Aislarlas, purificarlas, estudiar su composicion aminoacidica y el efecto

anticancerigeno sobre lineas celulares.

Un estudio antimicrobiano de los compuestos fraccionados del liquen, también ayudaria a
determinar cual de las sustancias es la causante del efecto o si este se debe a una accion

sinérgica entre ellos.
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ANEXOS

ANEXO A: Recoleccion y acondicionamiento del liquen

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.



ANEXO D: Prueba de hemaglutinacién (Preparacion de hematies y extracto liquénico)

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

ANEXO E: Resultado hemaglutinacion (Formacion de pequefios granulos)

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

ANEXO F: Control de esterilidad de extractos

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.



ANEXO G: Estudio antimicrobiano-método microgotas

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.

ANEXO I: Sensibilidad de Staphylococcus aureus al extracto de acetato de etilo. Método de

microgota-Método de difusion de disco. (1zg.-derecha)

Realizado por: CHICAIZA, M. 2015.



